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1 UVOD 
Vzdrževanje različnih linij laboratorijskih miši, vključno z genetsko spremenjenimi, 
zahteva veliko prizadevanja in pozornosti za aktivnosti, kot so rutinsko preverjanje uspeha 
vzreje, statusa zdravja, genetske čistosti, genotipiziranja in vodenja evidenc. Ker se mišje 
linije redko uporablja v poskusne namene ali v bližnji prihodnosti sploh ni načrtovanega 
dela z njimi, obstaja več možnosti. Za standardne linije, ki jih vzrejajo tudi svetovni 
komercialni centri, je odločitev relativno preprosta, saj lahko z vzrejo takih linij prenehamo 
in isto linijo ponovno pridobimo kasneje iz vzrejnih centrov. Za linije, ki smo jih razvili 
sami, na primer s selekcijo ali transgenezo, imamo načeloma dve možnosti. Ena je, da se 
obdrži le nekaj parov v kontinuiranem parjenju, kar pa zahteva prostor, čas in denar; druga 
pa je, da aktivno rejo opustimo in shranimo linije z zamrzovanjem ter oživimo, kadar jih 
potrebujemo. V teh okoliščinah je velika prednost zamrzovanja zarodnega materiala 
takšnih linij za uporabo v prihodnosti. Zamrzovanje je sicer lahko možnost tudi za 
standardne linije, saj se med drugim s tem izognemo logistiki povezani s transportom živih 
miši. Transport živali zahteva primerne kletke, okoljske pogoje, hrano, vir vode, mrežne 
povezave, potrebna dovoljenja za transport živali in karanteno (Thorat, 2012).  
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Zamrzovanje zarodkov je strategija, ki ne le prihrani čas in prostor, ampak se tudi izogne 
mikrobiološki in genetski kontaminaciji dragocenih mišjih linij (Mochida in sod., 2013). 
Zaloge zamrznjenih zarodkov omogočajo možnost rednega osveževanja linij, ki so stalno v 
vzreji, in sicer z genotipom izvirnih populacij. S tem ukrepom lahko zagotovimo genetsko 
stabilnost linij oziroma izločamo morebitne nove mutacije, ki so se akumulirale med več-
generacijsko vzrejo, ali oživimo linijo, če pride do večjih plodnostnih motenj ali naravnih 
nesreč. Poleg tega pa linij brez zamrznjenih zarodkov ne moremo občasno osveževati in 
nam genetski tok (angl. genetic drift) sčasoma akumulira nove mutacije, ki lahko negativno 
vplivajo na zdravje in fenotip živali (Stylianou in sod., 2004). 
 
Ker je Oddelek za zootehniko Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani edini na svetu, ki 
vzreja liniji F in L, sta liniji zelo ogroženi. Na začetku sta bili razviti s selekcijo na 
lastnosti razmerja med maso gonadalnega maščevja in telesne mase samcev, kasneje pa z 
odstotkom telesnega maščevja. Liniji se zato po 53 generacijah razlikujeta v odstotku 
telesnega maščevja tudi do petkrat (Sharp in sod., 1984). Linija F ima visok odstotek 
telesnega maščevja (angl. fat), L-linija pa nizek odstotek (angl. lean). En vidik ogroženosti 
je povezan z izredno slabimi reproduktivnimi lastnostmi teh dveh linij, ki so v primerjavi s 
številnimi standardnimi linijami miši po različnih parametrih bistveno slabše. Drug vidik 
ogroženosti je vezan na dejstvo, da je reja vezana samo na Center za laboratorijske živali 
Oddelka za zootehniko – tako lahko v primeru bolezni, naravnih in drugih nesreč (npr. 
požari, poplave, terorizem) take genetske vire izgubimo. Zato je zamrzovanje pri tako 
edinstvenih in ogroženih linijah še posebej pomembno in upravičeno (Stylianou in sod., 
2004). 
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1.2 CILJI NALOGE 
Glavni cilj te magistrske naloge je bil razviti in optimizirati metode zamrzovanja mišjih 
zarodkov linij F in L. Literatura s tega področja (npr. Ostermeier in sod., 2008) kaže na 
visoko korelacijo med slabšimi reproduktivnimi lastnostmi in slabšimi rezultati pri 
uspešnosti zamrzovanja zarodkov. Glede na to, da sta liniji F in L slabše plodni, 
pričakujemo, da bo potrebno uveljavljene standardne protokole zamrzovanja mišjih 
zarodkov spreminjati in optimizirati. 
1.3 HIPOTEZE 
– Pri kontrolnih miših B6D2F1 (križancu standardnih linij)  bomo uspešno vpeljali metode 
zamrzovanja zarodkov po objavljenih standardnih postopkih 
– Pri slabo plodnih in ogroženih selekcijskih linijah F in L bomo uspeli optimizirati      
protokole zamrzovanja zarodkov in semenčic. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 NASTANEK LINIJ F IN L KOT POLIGENSKI MODEL ZA DEBELOST 
Divergentno selekcionirani liniji F (angl. fat line) in L (angl. lean line) sta nastali iz 
osnovne populacije nastale s križanjem dveh inbridiranih linij JU, CBA ter linije CFLP, ki 
ni parjena v sorodstvu. Kriterij selekcije v prvih 20 generacijah je bilo razmerje med 
gonadalno maščobno oblogo in telesno maso pri 10 tednov starih samcih. Selekcijo so 
izvajali v gnezdih s tremi ponovitvenimi linijami v vsako smer. V 20. generaciji so bile te 
tri ponovitvene linije med seboj križane za nastanek ene F ali L linije, selekcijski kriterij pa 
se je spremenil v odstotek telesnih maščob, ki je bil določen iz razmerja mase posušenih 
trupel glede na telesno maso pri 14 tednov starih samcih. Začetni odstotek telesnih maščob 
v osnovni populaciji je bil 10 %, po 53 generacijah selekcije pa je ta pri F-liniji narastel na 
22 %, pri liniji L pa padel na 4 % (Horvat in sod., 2000). 
Kot selekcijski kriterij se je uporabljala masa gonadalnega maščevja, ki je anatomsko 
dobro ločena od ostalih. Zato se jo lahko hitro in natančno izolira ter korelira s celotno 
maso telesnega maščevja (Sharp in sod., 1984). 
Ta poligenski model debelosti je bil razvit v več desetletij trajajočem selekcijskem poskusu 
na Univerzi v Edinburgu na Škotskem. Miši so bile selekcionirane iz genetsko visoko 
variabilne osnovne populacije čez več kot 60 generacij. Na koncu selekcijskega poskusa so 
linije inbridirali in razvili današnji inbridirani liniji F in L, ki se med seboj razlikujeta v 
skoraj petkratni razliki v masi telesnega maščevja (Stylianou in sod., 2004; Bunger in Hill, 
1999).  
Ker je edini vir podatkov o reprodukcijskih sposobnostih miši linij L in F le diplomsko 
delo Ane Zanjkovič (2007), z naslovom Plodnost laboratorijskih miši pri 
selekcioniranih linijah odbranih na večji oziroma manjši delež telesnih maščob in ker 
se ta naloga navezuje na reprodukcijo miši teh dveh linij, smo kot vir podatkov vključili 
tudi to diplomsko delo. Tabela prikazuje nekatere reprodukcijske parametre za ti dve liniji, 
kar jih v primerjavi z drugimi standardnimi linijami miši uvršča med slabo plodne. 
 
Preglednica 1: Pregled paritev v poskusu za liniji L in F (Zanjkovič, 2007). 
Gnezda in paritve 
L F 
Število  Delež (%) Število  Delež (%) 
ZA ETNE PARITVE 38 100,0 40 100,0 
USPEŠNE PARITVE 36 94,7 36 90,0 
NEUSP. PARITVE 2 5,3 4 10,0 
ENO GNEZDO 7 18,4 7 17,5 
DVE GNEZDI 12 31,6 19 47,5 
TRI GNEZDA 11 27,5 7 17,5 
ŠTIRI GNEZDA 6 16,7 3 7,5 
SKUPNO ŠT. GN. 88 / 78 / 
GN /samico 2,32 / 1,95 / 
ZAČETNE PARITVE – začetno število samic v poskusu; USPEŠNE PARITVE – število samic v poskusu, ki so imele vsaj eno gnezdo; 
NEUSP. PARITVE – število samic v neuspešnih paritvah, ki niso imele nobenega gnezda; ENO GNEZDO – število samic s samo enim 
gnezdoma, DVE GNEZDI – število samic s samo dvema gnezdoma; TRI GNEZDA – število samic s samo tremi gnezdi; ŠTIRI 
GNEZDA – število samic s samo štirimi gnezdi; SKUPNO ŠT. GN. – skupno število gnezd; GN/samico – število gnezd na samico. 
4 
Kobal S. Optimizacija metod zamrzovanja … ogroženih selekcijskih mišjih linij FLI in FHI. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
2.2 REJA ŽIVALI 
Reja mora omogočati standardizirano makro- in mikrookolje kot osnovo zanesljivih in 
doslednih raziskovalnih rezultatov ter upoštevati tudi dobrobit živali. Objavljena so bila 
številna priporočila kot smernice za ustrezno nastanitev miši. Te smernice se nanašajo na 
potrebe ventilacije, temperature, vlage, svetlobe, nivoja zvoka, statusa zdravja, hrane, 
zaloge vode, ograjenega prostora za živali ter na rokovanje in eksperimentiranje, 
vključujoč anestezijo, analgezijo in evtanazijo (Hedrich in sod., 2004; Directive 
2010/63/EU …, 2010). 
Osebje, ki rokuje z živalmi, mora biti poučeno in dobro usposobljeno za oskrbo 
laboratorijskih živali. Standardni postopki morajo biti točno določeni, in sicer: 1. higienski 
postopki za osebje, 2. dnevno opazovanje živali glede primernih okoljskih pogojev in 
splošnega zdravja, 3. kontrola vode in hrane, 4. redna menjava primernih kletk in stelje, 5. 
čiščenje in sterilizacija kletk, stojal in ostale opreme, 6. programi čiščenja (Hedrich in sod., 
2004). 
2.3 ANATOMIJA REPRODUKTIVNIH ORGANOV MIŠI 
2.3.1 Anatomija reproduktivnih organov samice in razvoj jajčec (oogeneza) 
Laboratorijska miš ima tipično dvostranske spolne organe. Jajčniki se nahajajo v 
maščobnem depoju pod ledvicami, dvoroga maternica pa se zlije z zunanjim odprtjem 
nožnice (Croy in sod., 2014).  
Jajčnika dobita kri iz arterij, ki izhajajo iz spuščajoče se aorte. Maternica dobiva kri iz veje 
arterij jajčnikov in iz maternične arterije. Sprednji del jajcevoda tvori burzo, ki obdaja 
jajčnik, in s tem je zagotovljen transport produktov ovulacije proti maternici. Jajcevod je 
sam po sebi zvitek iz običajno 11 zavojev, odvit je dolg približno 1,8 cm. Delimo ga na tri 
dele: infundibulum je del burze, ki prejema jajčne celice; ampulla je del, kjer poteka 
oploditev; isthmus pa je del, ki se poveže na maternico prek utero-tubalnega stika (Croy in 
sod., 2014).  
Maternica in rogovi izhajajo iz Muellerjevih vodov in sestavljajo kontinuirano cevasto 
strukturo z mukoznimi, mišičnimi in adventicijskimi plastmi, ki se razprostirajo do 
materničnega vratu. Vsi ti organi so občutljivi na lokalno in sistemsko hormonsko okolje in 
so izpostavljeni določenim spremembam skozi spolni cikel odrasle mišje samice. Vrat je 
odprtje v maternico in se nadaljuje v nožnico (Croy  in sod., 2014).  
2.3.1.1 Oogeneza  
5 dni po skotitvi so vse jajčne celice samice ustavljene v diplotenski fazi profaze prve 
mejotske delitve. So tetraploidne, kar pomeni, da vsebujejo štirikratno količino haploidne 
DNA. Med podaljšano fazo mejoze profaze 1 ali diktiotenom (angl. dictyate stage/arrest) 
so parni homologni kromosomi odviti in zato se izvaja tudi prepisovanje mRNA (Hogan in 
sod., 1994).  
Vsaka jajčna celica se nahaja v foliklu, ki je sestavljen iz več plasti granuloznih celic in ga 
obdajajo celice teke. Jajčno celico pa v predovulacijskem foliklu in po ovulaciji obdajajo 
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kumulusne celice. Granulozne celice so enakega embrionalnega izvora kot Sertolijeve 
celice moda in imajo številne, predvsem podporne vloge v razvoju in diferenciaciji jajčnih 
celic. Celice granuloze, ki so ob jajčni celici, imajo številne izrastke, ki tvorijo 
specializirane stike z jajčno celico. Ti kompleksi stikov vsebujejo kanalčke, skozi katere 
poteka prenos metabolitov. Ti ostanejo tudi, ko se celice granuloze in jajčne celice 
postopoma ločujejo ob nalaganju zone pelucide, to je plast zunajceličnega materiala, ki ga 
izloča rastoča jajčna celica (Hogan in sod., 1994).  
Več kot polovica primordialnih foliklov v mišjem jajčniku ob kotitvi propade pred 
starostjo 3–5 tednov. Samica doseže spolno zrelost pri približno 6 tednih starosti, odvisno 
od linije in okoljskih pogojev. Takrat vsak jajčnik vsebuje približno 104 jajčnih celic v 
različnih fazah zrelosti (Hogan in sod., 1994). Shematsko je proces oogeneze prikazan na 
Sliki 1. 
 
Slika 1: Shematski prikaz gametogeneze pri miši, razlike v fazah mitoze in mejoze. Primordialne zarodne celice dosežejo 
gonade pribl.11. dan p.c., zarodne celice samice pa ostanejo takrat v profazi prve mejotske delitve. V odrasli samici sta 
ovulacija in ponoven začetek mejoze začeti s hormonsko stimulacijo. Pri samcu je tip A4 spermatogonijev prvič 
identificiran 3–7 dni postpartum (prirejeno po Kerkis in sod., 2011: 312).   
Ko se enkrat folikel spremeni od primordialne populacije, je predan rastočemu bazenu 
foliklov za ovulacijo (majhen odstotek) ali pa postane atretičen (angl. atretic) (večina). 16 
dni pa traja, da zdravi folikli dosežejo preovulatorno fazo. Vstopanje foliklov je 
kontinuiran proces, populacija foliklov v različnih fazah razvoja pa je definirana na podlagi 
morfoloških lastnosti (Croy in sod., 2014). 
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Primordialni folikli se pojavijo en do dva dneva po skotitvi, ko ploščate skvamozne 
pregranulozne celice obdajajo jajčne celice. Tisti z le eno plastjo celic, ki so se spremenile 
iz skvamoznih v kuboidalne celice, so najprej opaženi 3. dan po skotitvi. To so 
primordialni folikli, medtem ko so tisti z dvema ali več plastmi ter brez antruma 
sekundarni folikli. Sedmi dan so primordialni folikli najbolj številčen tip foliklov, medtem 
ko so sekundarni in terciarni z več kot eno plastjo celic granuloze in dodatno plastjo teke 
prisotni v medularni regiji. Prvi antralni folikli so pri miši prisotni 13. dan po kotitvi, do 
12. dneva pa številne plasti celic granuloze z razpršenimi območji intersticijske tekočine 
obdajajo jajčno celico. Preovulatorni folikli so identificirani z definiranim cumulus 
oophorus, večplastno oblogo jajčne celice s podtipom celic granuloze. Prva ovulacija se pri 
miši zgodi pri 30.–40. dnevu starosti (Croy in sod., 2014). 
Jajčnik odrasle samice, ki prehaja v spolni cikel, je vedno prekrit z epitelijem, ki izvira iz 
peritoneja. Točka vstopa in izstopa vaskulature je hilus jajčnika, ki definira center ali 
skorjo jajčnika. Večina foliklov je v primordialni fazi, lociranih na periferiji medule (Croy 
in sod., 2014). 
Mreža interakcij med jajčno celico, celicami granuloze, celicami teke, hipofizo in 
hipotalamusom na koncu selekcionira folikle za ovulacijo. Po ovulaciji se v foliklu zgodi 
reorganizacija. Elementi teke vdrejo in s sabo prinesejo celice teke, ki se zmešajo s 
spreminjajočo se populacijo celic granuloze in oblikujejo rumeno telesce (CL). Če ni prišlo 
do paritve, gre rumeno telesce skozi funkcionalno regresijo, s tem se zmanjša količina 
progesterona, kar omogoči naslednji cikel (Croy in sod., 2014). 
 
 
Slika 2: Fotografije rezin celotnega jajčnika miši obarvanega s hematoksilinom in eozinom, ki prikazujejo 
strukture prisotne med spolnim ciklom miši. SE-površinski epitelij, O-jajčna celica, CL-rumeno telesce, AF-
antralni folikel, CC-kumulusne celice, H-hilus, PAF-preantralni folikel, TC-teka celice, GC-celice granuloze. 
Skala prikazuje 0,1 mm (prirejeno po Croy in sod., 2014). 
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2.3.2 Anatomija reproduktivnih organov samca 
Sestavni deli reproduktivnega sistema samca imajo tri funkcije; produkcija funkcionalnega 
ejakulata, transport semenčic in izločanje komponent semenske tekočine. Semenčice, ki so 
nastale v modih, dozorijo v obmodku, tako sta oba, tako obmodek kot moda pomembna za 
nastanek funkcionalnega ejakulata. Med ejakulacijo semenčice zapustijo obmodek in 
potujejo skozi semenovod, sečnico in penis, kjer se izločki prostate, semenskih mešičkov 
in koagulacijskih žlez zmešajo s semenčicami in prispevajo h končni sestavi ejakulata (Fox 
in sod., 2007). 
Moda so parni ovoidni organ. Kapsula, ki se imenuje tunica albuginea, pokriva vsako 
modo. Septe vezivnega tkiva se podaljšujejo navznoter od tunica albuginea skupaj s 
krvnimi žilami v organ in ga s tem predeljujejo v lobule. Semenske cevke so obdane s 
plastmi spolnih celic v različnih fazah in Sertolijevimi celicami. Te so edine, ki pridejo v 
neposreden kontakt z zarodnimi celicami in so ključne za spermatogenezo, ker prispevajo 
fizično oporo, oskrbujejo deleče se zarodne celice s hranili in oblikujejo bariero, ki ščiti 
haploidne zarodne celice pred imunskim sistemom. Vsaka semenska cevka je prepletena, 
na vsakem koncu se ozek podaljšek mrežja mod, znan kot tubulus rectus, združi z mrežo 
mod (Fox in sod., 2007). 
Izločevalni vodi so potrebni za dozorevanje semenčic, transport in vključujejo mrežje, 
aferentne vode, obmodek in semenovod. Locirani so na obmodkovi strani mod, mreža 
tubulov, ki oblikuje mrežje, je povezana z obmodkom z aferentnimi vodi, ki gredo skozi 
tunica albuginea v začetni del obmodka. Obmodek je razdeljen na tri dele: glavo, telo in 
rep. Glava in telo sta potrebna za dozorevanje semenčic, rep pa je skladišče dozorelih 
semenčic. Semenovod je mišičast vod, ki povezuje rep obmodka s sečnico. Na koncu se 
semenovod razširi in oblikuje ampulo, skozi katero gredo semenčice skupaj z izločki 
ampularnih žlez in semenskih veziklov pred prehodom v sečnico (Fox in sod., 2007). 
Sečnica in penis: sečnica se začne pri mehurju in konča na koncu penisa. Vodi do 
pomožnih spolnih žlez, ki se končajo v sečnici blizu mehurja in pospešujejo mešanje 
semenčic z njihovimi tekočinami v času ejakulacije. V penisu je erektilno tkivo sestavljeno 
iz telesa kavernoznega tkiva, mišic in debelega vezivnega tkiva, ki obdajajo sečnico. 
Sečnica z obdajajočim erektilnim tkivom se nahaja na ventralni strani penisa, dorzalno in 
lateralno od sečnice pa se nahajata 2 kanala erektilnega tkiva obdana z vezivnim tkivom, ki 
podaljšujeta penis in se imenujeta corpus cavernosum penis. Os penis je majhna kost, 
prisotna samo pri nekaterih živalih, nahaja se med deli corpus cavernosum penis. Projicira 
se malce naprej od odprtine sečnice ter je prekrita s tanko plastjo kože, znane kot prepucij 
(Fox in sod., 2007).  
Pomožne žleze: potrebne so za produkcijo gibljivih semenčic, njihovi izločki doprinesejo k 
večini volumna ejakulata in vplivajo na njihovo funkcijo. To so: mehurnica, prostata, 
ampula semenovoda in bulbouretralna žleza. Prostata pri miših je sestavljena iz treh delov: 
anteriorne prostate ali koagulacijskih žlez, hrbtne in ventralne prostate. Koagulacijske 
žleze se tako imenujejo zaradi nožničnega čepa, ki ga ustvarijo, ko se njihovi izločki 
premešajo z izločki semenskih veziklov in koagulirajo (Fox in sod., 2007).  
Bulbouretralne ali Cowperjeve žleze so parne žleze blizu penisa. Izločajo mukozne snovi, 
ki vstopajo skozi parne kanale in so verjetno vpletene v oblikovanje nožničnega čepa pri 
mišji samici (Fox in sod., 2007). 
8 
Kobal S. Optimizacija metod zamrzovanja … ogroženih selekcijskih mišjih linij FLI in FHI. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
2.3.2.1 Spermatogeneza 
Dogaja se skozi celotno življenje samca od pubertete naprej in je odvisna od 
samoobnavljajoče populacije matičnih celic. Poleg tega sta pomembna še dva dogodka 
(Fox in sod.. 2007):  
1. Število kromosomov v razvijajočih se zarodnih celicah, ki mora biti zmanjšano na 
haploidno število ob koncu mejoze. 
 2. Končne haploidne celice se morajo preobraziti v semenčice – visoko specializirane 
gibljive celice.  
Spermatogoniji se delijo z mitozo in stalno osvežujejo razred celic, ki je na voljo za 
spermatogenezno pot. Te celice se delijo sporadično.  
Začetne delitve spermatogeneze so mitotske (tipi A1, A2 in A3 spermatogonijev, ki 
nastajajo v tem vrstnem redu), iz tipa A4 spermatogonijev nastanejo vmesni 
spermatogoniji, iz teh se potem oblikujejo spermatogoniji tipa B. Razvoj primarnih 
spermatocit iz spermatogonijev tipa B signalizira vstop v mejozo in s tem začetek dveh 
redukcijskih delitev. Prva povzroči nastanek diploidnih sekundarnih spermatocit, druga pa 
haploidne spermatide. S tem se deljenje zaključi in začne se spermiogeneza, preobrazba 
okroglih spermatid v spermatozoje (Fox in sod., 2007). 
Spermatogeneza pri miši obsega 16 stopenj. V času spermatogeneze spermatide izgubijo 
večino citoplazme in oblikujejo se specializirane strukture spermatozoja. Preostala 
citoplazma in organeli se reorganizirajo, akrosom nastane iz Golgijevega kompleksa, jedro 
spremeni lokacijo in obliko, ko se DNA kondenzira, kar da obliko glavi. Oblikuje se še rep 
s prepoznavnimi heliksi gosto zapakiranih mitohondrijev. Medtem se razvijajoče se 
spermatide premikajo bližje lumnu tubulov. Na novo sproščeni spermatozoji, še vedno 
negibljivi, so transportirani s tokom tekočine v obmodek, kjer pridobijo gibljivost (Fox in 
sod., 2007). Spermatogeneza je shematsko prikazana na Sliki 1. 
2.4 RAZVOJ MIŠJEGA ZARODKA 
2.4.1 Oploditev in zgodnji razvoj zarodka 
Oploditev poteka v ampuli jajcevoda blizu stika z zoženjem (isthmus). S kumulusnimi 
celicami obdana jajčeca se s pomočjo kombinacije utripanja migetalk in peristaltičnih 
krčev sten jajcevoda premikajo proti maternici. Ker se parjenje običajno zgodi pred 
ovulacijo, so semenčice prisotne v jajcevodih več ur preden pride do ovulacije in lahko 
dosežejo jajčnike v 15 minutah po ejakulaciji. Prehod ejakulata v jajčnik je omejen z utero-
tubalnim stičiščem, ki ima verjetno pomembno vlogo v selektivnem omejevanju prehoda 
semenčic v jajcevod. V času tega prehoda čez stičišče se semenčica veže na jajčece in z 
njim interagira. Dokler so prisotne kumulusne celice, je gibanje jajčec omejeno, ko pa se 
enkrat te celice razpršijo, lahko zigote potujejo v zožitev (Hedrich in sod., 2004).  
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Slika 3: Prikaz poteka ovulacije, oploditve in potovanja jajčne celice ter njenega razvoja do blastociste in 
ugnezdenja v endometrij (Hill, 2020). 
Oploditev oziroma fuzija ženske (jajčna celica) in moške (semenčica) gamete aktivira 
jajčece za začetek razvoja v zarodek. Pri zrelih semenčicah je genetski material že 
zmanjšan na haploidno število kromosomov, pri jajčni celici pa se redukcija zgodi šele po 
oploditvi (Hedrich in sod., 2004).  
Popolnoma razvita mišja jajčna celica, ki je pripravljena na naslednje delitve, meri 85µm v 
premeru in je obdana z zunajcelično ovojnico, imenovano zona pelucida. Veliko jedro 
oziroma germinalni vezikel vsebuje kromosome v profazi prve mejotske delitve. V vsakem 
hormonskem ciklu, ki traja pri mišji samici okrog 4–5 dni, se le nekaj foliklov odzove na 
povišan nivo FSH (folikle stimulirajoči hormon), nato dozorijo, akumulirajo tekočino in se 
premaknejo proti periferiji jajčnika. Malo pred ovulacijo naraste nivo LH (luteinizirajoči 
hormon) in dozorevanje jedra jajčeca prične razpad jedrne membrane (propad 
germinalnega vezikla), kar ponovno aktivira proces nadaljevanja mejoze. En diploidni set 
kromosomov je odstranjen iz jajčeca z nekaj citoplazme, kar je znano kot prvo polarno 
telo. Dozorevanje jedra je nato ustavljeno v metafazi druge mejotske delitve in se lahko 
nadaljuje le v primeru oploditve. Po ovulaciji jajčeca potujejo v ampulo jajcevoda s 
pomočjo migetalk epitelnih celic, ki obdajajo odprtje (infundibulum) jajcevoda, ki je 
obrnjen proti jajčniku. Vsako jajčece je obdano s svojo zono pelucido in kumulusnimi 
celicami, ki se nahajajo v matriksu proteinov in hialuronske kisline (Hedrich in sod., 
2004).  
Po preboju viskoznega matriksa hialuronske kisline obdane s kumulusnimi celicami in 
jajčecem se semenčica, ki je ustrezna s površjem zone pelucide, veže nanjo na način, ki je 
vrstno specifičen. Vezava med vezavnimi proteini jajčeca na glavi semenčice in sestavino 
zone pelucide ZP3 sproži akrosomsko reakcijo in sprosti proteolitične in glikolitične 
encime, ki omogočajo semenčici, da prebije zono pelucido po omejeni proteolizi. Po 
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prebitju zone pelucide se glava semenčice zlije z membrano jajčne celice in sproži kaskado 
dogodkov, ki preprečijo polispermijo in vodijo do diploidne zigote (Hedrich in sod., 2004).  
Oploditev aktivira jajčece in sproži dokončanje druge mejotične delitve. Rezultat tega je 
drugo polarno telo, ki izloči haploidno število maternalnega dela kromosomov iz ženskega 
pronukleusa na periferijo ooplazme. Jedrna membrana jedra semenčice razpade, kromatin 
se dekondenzira, reorganizira in tvori se nova jedrna membrana okoli moškega 
pronukleusa. Zatem se oba pronukleusa začneta premikati drug proti drugemu in prične se 
podvajanje DNA. Ob srečanju se pronukleusa ne združita, ampak najprej razpadeta njuni 
membrani, kromosomi se uredijo v metafazni plošči in prične se prva delitev. Zrele jajčne 
celice so transkripcijsko neaktivne. Bistvena transkripcijska aktivnost se ponovno prične le 
po prvi celični delitvi v dvocelični fazi zarodka. Zadnji korak dozorenja jajčeca, zgodnji 
dogodki po oploditvi in prva celična delitev so kontrolirani s shranjenimi maternalnimi 
proteini in mRNA v ooplazmi (Hedrich in sod., 2004). 
Zarodki gredo skozi jajcevod primarno s krči mišic stene jajcevoda in vstopijo v maternico 
v fazi morule (16–32 celic), 68–72 ur po ovulaciji. Ko zarodek doseže stanje z 32 celicami, 
se oblikuje votlina, znana kot blastocel in celice zarodka se začnejo diferencirati. 
Blastocista je sestavljena iz dveh tipov celic: trofoektoderma in notranje celične mase 
(angl. inner cell mass – ICM). Celice ICM so pluripotentne in iz njih se lahko diferencirajo 
vsa tkiva zarodka. Razvoj do te faze se dogaja le znotraj ovojnice zarodka (zona pellucida), 
četrti dan po oploditvi pa se iz zone pelucide izleže zarodek in morula se ugnezdi (Fox in 
sod., 2007). 
 
Slika 4: Fotografiji dvoceličnih zarodkov linije L (1,5 dpc) pri samicah s čepom pod lupo v mediju KSOM 
pod mineralnim oljem. Vidni so tudi degradirani zarodki (rumeno obkroženi kot primer za ostale), neoplojena 
jajčeca (rdeče obkrožena kot primer za ostale) in tudi štiricelični zarodki (zeleno obkroženi kot primer za 
ostale). 
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Slika 5: Fotografija štiriceličnih zarodkov linije B6D2F1 pod lupo v mediju KSOM pod mineralnim oljem. 
2.4.2 Brejost in kotitev 
Vzpostavitev lutealne funkcije je kritična za vzdrževanje brejosti. To se spontano zgodi po 
ovulaciji pri številnih sesalcih, pri miših pa ne. Med paritvijo mehanska stimulacija 
nožnice sproži živčni odziv in s tem zmanjša aktivnost živcev v medialnem preoptičnem 
področju, kar povzroči semicirkadiane izbruhe prolaktina ali luteotropina, ki se nadaljujejo 
do sredine brejosti. Receptorji za prolaktin se nahajajo na rumenem telescu, kjer prolaktin 
spodbuja preživetje rumenega telesca. Prolaktin med drugim tudi promovira diferenciacijo 
lutealnih celic in povečuje izražanje mRNA-receptorja LH. Po 11.–12. dnevu brejosti so 
placentalni laktogeni zmožni vzdrževati nosečnost, ker stimulirajo rumeno telesce. 
Nazadnje pa je progesteron tisti, ki je potreben za vzdrževanje brejosti (Fox in sod., 2007). 
Tako so prolaktin, placentalni laktogeni in LH med brejostjo potrebni za podpiranje 
proizvajanja progesterona iz rumenega telesca. Brejost tipično traja 19–21 dni, variira od 
linije do linije, dolžina pa se razlikuje znotraj linije, primarno glede na maso plodu. Kotitev 
sproži plod skozi signale, ki prenašajo molekularne informacije o zrelosti plodu, ampak je 
ta odvisna tudi od znižanja koncentracije progesterona. Izločanje surfaktanta iz pljuč plodu 
v amniotsko tekočino sproži kaskado dogodkov, ki se končajo s kotitvijo. Kaskada se 
začne z aktivacijo makrofagov v amniotski tekočini ob prisotnosti surfaktanta. Makrofagi 
migrirajo k maternici, kjer začnejo proizvajati citokine, ki potem sprožijo odziv podoben 
vnetnemu odzivu. Kot rezultat tega se zmanjša izražanje progesteronskih receptorjev, 
poveča se kontraktilnost maternice in poveča se sinteza prostagladinov. Ključnega pomena 
v tem procesu je povečana sinteza prostagladina F2α (PGF2α), luteolitskega hormona, ki 
sproži propadanje rumenega telesca. Z njegovim propadom padejo koncentracije 
progesterona in kotitev se nadaljuje. Čeprav sta prolaktin in oksitocin vključena v ta 
proces, nista ključna, saj so relaksin in oksitocin deficientne miši sposobne normalne 
kotitve, le z daljšim časom kotitve (Fox in sod., 2007). 
2.4.3 Psevdogravidnost  
V primerjavi z drugimi sesalci lahko miši postanejo psevdogravidne, če se parijo z 
vazektomiranim samcem. Z endokrinološkega vidika sta psevdogravidnost in brejost 
identični – izločanje prolaktina, rumeno telesce postane aktivno in začne izločati 
progesteron, medtem ko gre maternica skozi spremembe, ki jo pripravijo na implantacijo. 
V odsotnosti zarodkov začne rumeno telesce nazadovati kot odziv na povišano izločanje 
PGF2α iz maternice, nivo progesterona pa začne padati po 8. dnevu; 10.–13. dan pa se 
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psevdogravidnost zaključi in ponovi se spolni cikel. Psevdogravidnost se lahko pojavi tudi 
spontano, ko so skupine samic nameščene skupaj (Fox in sod., 2007). 
Miš je dober model za prenos zarodkov, ker se jo lahko inducira do stopnje, ki oponaša 
brejost in se imenuje psevdogravidnost. Če je samica parjena s samcem, ki je sterilen, bo 
na ta način zaradi koitusa stimuliran maternični vrat. To sproži nevroendokrini refleks. 
Zato maternica postane dovzetna za implantacijo do 5 dni po parjenju. Če so takrat 
sinhronizirani zarodki preneseni v reproduktivni trakt, se zarodki implantirajo in brejost 
poteče do konca. Če ni prenesenih nobenih zarodkov, rumeno telo nazaduje in samica 
začne nov cikel. Ta proces omogoča manipuliranim zarodkom, da so preneseni v 
reproduktivni trakt miši sprejemnice brez prisotnosti normalnih zarodkov (DeMayo in sod., 
2012). 
Psevdogravidne miši sprejemnice, ki so uporabljene za presaditev zarodkov, se pridobi z 
naravnim parjenjem z vazektomiranimi samci. Izločki v semenu so potrebni, da postane 
maternica dovzetna za vstavljene zarodke. Za pripravo miši sprejemnice se navadno pari 
največ 2 samici stari od 8 tednov do 6 mesecev na enega vazektomiranega samca. Paritve 
se nastavijo popoldan. Naslednje jutro sta samici pregledani za prisotnost nožničnega čepa 
– strdka koaguliranih proteinov iz samčeve semenske tekočine. Ker se paritev navadno 
zgodi okrog polnoči, je dan prisotnosti čepa štet kot 0,5 dpc (Alvarez in sod., 2014).  
Urin samca vsebuje kompleksno mešanico kemičnih signalov, ki sprožijo močan efekt na 
reproduktivno biologijo samice. Na primer, izpostavljenost urinu samca sproži hitrejši 
nastop pubertete pri predpubertetnih samicah; sproži obdobje parjenja v skupini spolno 
neaktivnih samic in blokira brejost na novo parjenih samic. Tako imenovani Whittenov 
efekt se uporablja za indukcijo in sinhronizacijo spolnega cikla pri skupini samic ob 
prisotnosti samca (Shedrack in sod., 2009). 
Feromoni vpleteni v ta efekt so izločeni v urin odraslega samca, njihova produkcija pa je 
odvisna od androgenih hormonov. Te aktivne substance sprožijo različne endokrine odzive 
v samicah in delujejo visoko specifično ter spreminjajo sekretorne vzorce luteinizirajočega 
hormona, prolaktina in steroidov, izločanje katerih je pogojeno s tema dvema tropičnima 
hormonoma. Regulacija funkcije jajčnikov je najbolj pomembna posledica vseh teh 
hormonskih procesov (Jemiolo in sod., 1986).  
2.5 PRESADITEV ZARODKOV 
Končni uspeh skotitve plodu iz in vitro postopkov, kot so različni postopki transgeneze ali 
kloniranja, je odvisen od uspešne tehnike presaditve zarodkov (angl. embryo transfer – 
ET). Veliko faktorjev, kot so genetske abnormalnosti, napake v maternični dovzetnosti, 
krči maternice, izključitev zarodkov, kri ali sluz na konici pipete, bakterijska kontaminacija 
pipete in zadržanje zarodkov, je povezanih s problematično ali neuspešno presaditvijo 
zarodkov. Tudi sama linija oziroma genotip sprejemne živali ali zarodka lahko vpliva na 
izid presaditve zarodkov (DeMayo in sod., 2012). 
Presaditev zarodkov je tehnika, ki je nujna za razvoj oziroma skotitev mladičev iz 
zarodkov, podvrženih in vitro manipulaciji, in je zato sestavni korak za razvoj genetsko 
modificiranih modelov s pronukleusnim injiciranjem, lentiviralno transdukcijo ali 
razvojem himer. Mišji predimplantiran zarodek je lahko prenesen v mišjo psevdogravidno 
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sprejemnico prek ampule jajcevoda 0,5 dneva pc ali v maternico 2,5 dneva pc, odvisno od 
razvojne faze zarodka (Alvarez in sod., 2014). 
Lahko je opravljena eno- ali dvostransko po aplikaciji splošne anestezije. Enostranska 
presaditev zarodkov zahteva incizijo po vzdolžni osi hrbta, ki ji sledi rez v trebušno steno 
nad jajčnikom, alternativno sta lahko inciziji narejeni bočno. Za dvostransko presaditev se 
postopek ponovi še na drugi strani. Alternativna incizija tisti, ki je narejena v kožo na 
srednji hrbtni liniji, je stranska incizija v kožo skozi zadnjo trebušno steno do zadnjega 
rebra na obeh straneh. Za rederivacijske potrebe so jajčnik, jajcevod in kranialni del 
maternice izpostavljeni in zarodki (tipično v preimplantacijski fazi, 1,5 dpc oziroma 
dvocelični zarodki) preneseni v jajcevod. Pri miših je uspeh vzdrževanja in donositve 
brejosti po presaditvi zarodkov odvisen od več faktorjev, vključno z genetskim ozadjem 
donorskih in prejemniških linij, starosti, telesne mase prejemnic, faze in sinhronije 
prejemnic, hormonskega statusa prejemnic, faze, kvalitete in števila zarodkov, izkušenosti 
izvajalca presaditve zarodkov ter pogojev reje miši, vključno z nivojem hrupa. Pogosto se 
za sprejemnice uporabljajo samice linij hsd:ICR (CD-1), ki niso parjene v sorodstvu, zato 
imajo večja gnezda in so dobre matere (Mahabir in sod., 2018). 
2.6 PRIPRAVA VAZEKTOMIRANIH SAMCEV 
Samci morajo biti za postopek vazektomije spolno zreli, to je pri starosti med 8–10 tednov. 
Teden po vazektomiji so samci že lahko parjeni s samicami. Če je možno, se samce s 
samicami pari dvakrat kot zagotovitev sterilnosti pred njihovo uporabo za proizvajanje 
psevdogravidnih samic. Samce se potem lahko v ta namen uporablja eno leto (Hedrich in 
sod., 2004). 
Semenovoda sta parni cevki, skozi kateri se semenčice prenesejo iz nadmodka v sečnico. 
Semenovoda gresta skozi ingvinalni kanal, vsak na svoji strani sečnega mehurja, in 
vstopata v dorzalno steno sečnice distalno od vratu mehurja. Vazektomija vključuje 
kavterizacijo semenovodov pri samcih in je pogosto uporabljena v vzrejnih centrih zato, da 
so lahko sterilni samci parjeni s samicami, ki postanejo po paritvi psevdogravidne. 
Poznamo dva pristopa k vazektomiji, in sicer abdominalni, opisan v nadaljevanju v 
metodah, ki se opravi s kavterizacijo semenovoda ali se odreže del semenovoda s 
kirurškimi škarjami, ter skrotalni pristop, kjer se naredi majhno incizijo v modo, odpre 
opno, s tem se sprostijo moda, nadmodek, semenovod in žile okoli tkiva. Del semenovoda 
se odstrani kot pri prejšnjem pristopu in združi, potem pa se vse pomakne nazaj v opno, 
incizijo se kirurško zašije in s tem zapre (Fox in sod., 2007). 
2.7 SUPEROVULACIJA Z EKSOGENIMI HORMONI  
Za povečanje števila zarodkov, ki so lahko izolirani iz ene samice, in za zmanjšanje števila 
živali, ki so potrebne za produkcijo zarodkov, se uporablja stimulacija z eksogenimi 
hormoni. S tem se sinhronizira tudi reproduktivni cikel samic. To omogoči časovno 
usklajeno parjenje in izolacijo zarodkov v določeni fazi razvoja. Poleg genetskih faktorjev 
so tu še drugi, ki vplivajo na uspeh superovulacije, kot so starost, masa in zdravje samice. 
Kljub dejstvu da so živali v kontroliranem okolju pod standardnimi pogoji, sezona v letu 
tudi vpliva na uspeh superovulacije. Kvaliteta zarodkov se lahko zmanjša s številom 
zarodkov, ki so proizvedeni s superovulacijo. Idealno so samice stare med 8–10 tednov, 
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vendar je poznan uspeh tudi s starejšimi. S svetlo/temnim ciklom, ki traja vsaj po 12h 
(svetlo od 6:00 zjutraj do 18:00 zvečer, tema od 18:00 zvečer do 6:00 zjutraj), samice 
prejmejo i.p. 5–10 enot PMSG ( angl. pregnant mare serum gonadotropin) ob 16:00 
popoldan in nato 5 enot hCG ( angl. human chorionic gonadotropin) 48 ur kasneje. Takoj 
po aplikaciji drugega hormona so parjene s samci. Naslednje jutro (0,5 dpc) se samice 
preveri na prisotnost kopulacijskega čepa. Samice so potem žrtvovane ob pravi razvojni 
fazi zarodkov (Hedrich in sod., 2004). 
2.8 ZAMRZOVANJE MIŠJIH ZARODKOV 
O prvih metodah uspešnega zamrzovanja mišjih zarodkov so poročali neodvisno od 
Whittinghama in sod. ter Wilmuta. Whittingham je prvi oplodil jajčne celice miši in vitro 
leta 1968, kmalu zatem pa so bili tudi prvi mišji zarodki zamrznjeni (Byers in sod., 2005, 
Whittingham in sod., 1972). Wilmut je poročal o uspešnem zamrzovanju blastocist linije 
CFLP v mediju z 1,5 M DMSO, Whittingham pa o uspešnem zamrzovanju blastocist linije 
F1 [(C57BL 9) x (C3H/ AN) F1 Cum] v 1M DMSO, presaditvi zarodkov in uspešni kotitvi 
mladičev po presaditvi. Do takrat je bil edini način ohranjanja linije le skozi kontinuirano 
rejo. Genetiki so kmalu opazili potencialne koristi arhiviranja mišjih linij za nadaljnja 
raziskovanja. Ne le, da so lahko bile ne nujne zaloge ekonomsko shranjene in odstranjene s 
polic, ampak so bili lahko tudi kritični mišji modeli zamrznjeni in s tem zaščiteni proti 
boleznim, požarom ter genetskim kontaminacijam. Banke zarodkov so bile v kratkem času 
ustanovljene v številnih večjih laboratorijih (Fray in sod., 2006). 
Vse metode in protokoli zamrzovanja so narejeni na način, da se prepreči kristalizacija 
ledu in rast kristalčkov znotraj celic ali tkiv ali se v veliki meri zavre. Obe metodi, počasno 
in hitro ohlajevanje, zadovoljita osnovna kriobiološka načela za zmanjšanje poškodb zaradi 
nastanka kristalov ledu med ohlajanjem in segrevanjem. Metodi vsebujeta šest korakov 
(Liebermann, 2012):  
1. izpostavitev krioprotektantu (znotrajcelična voda mora biti odstranjena s postopno 
dehidracijo),  
2. ohlajevanje (počasno ali hitro) na temperature pod ničlo (–196 °C),  
3. shranjevanje na nizki temperaturi,  
4. odtajevanje/segrevanje s postopno rehidracijo,  
5. redčenje in odstranjevanje krioprotektanta ter nadomestitev celične in znotrajcelične 
tekočine v natančnem tempu,  
6. okrevanje in vrnitev v fiziološko okolje. 
2.8.1 Prednosti zamrzovanja 
Zamrzovanje zmanjša potrebo po prostoru za vzrejo, še posebno pri redko uporabljenih 
linijah, lahko povzroča manj težav v primeru, da mora biti linija vzdrževana s kompleksno 
rejno strukturo, prihrani denar, predstavlja varnost v primeru katastrof (poplave, potresi, 
bolezni…), predstavlja metodo za odstranjevanje patogenov iz mišje kolonije, zelo 
zmanjša učinek nabiranja genetskih mutacij skozi generacije (angl. genetic drift) in 
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zmanjša tveganje za spremembo števila transgenih kopij (Jackson laboratory resource 
manual, 2007).   
2.8.2 Kontrolirano počasno ohlajevanje  
Zamrzovanje pri nizkih temperaturah upočasni ali v celoti prepreči neželene fizične in 
kemijske spremembe. Glavna pomanjkljivost je, da ta proces lahko vodi v kristalizacijo 
vode in s tem privede do novih neželenih fizičnih in kemijskih dogodkov, ki lahko 
poškodujejo celice v procesu zamrzovanja. Čeprav so rezultati, doseženi s počasnim 
ohlajevanjem, v večini primerov uspešni, se formacija ledu še vedno lahko zgodi pri 
tradicionalnem počasnem ohlajevanju, ki je zaradi tega manj dosledno v kliničnih 
rezultatih (Liebermann 2012).  
Metode počasnega ohlajevanja mišjih jajčnih celic in zarodkov običajno temeljijo na 
tretiranju celic z 1–2 M raztopinami krioprotektantov, ki prehajajo v celico, kot so propilen 
glikol, dimetilsulfoksid (DMSO), glicerol ali etilen glikol. V teh protokolih so zarodki 
koncentracijsko uravnoteženi s krioprotektantom pred ohlajevanjem in potem zamrznjeni 
pod natančno določenimi pogoji. Pri tem procesu so celice podvržene seriji določenih 
volumetričnih sprememb, sproženih zaradi spreminjanja osmotskega okolja, ki so mu 
izpostavljene. Uspešno zamrzovanje s kontroliranim počasnim ohlajevanjem se doseže s 
postopno dehidracijo celic, kjer se vodo odvede iz znotrajceličnih prostorov v zunajcelično 
kristalizacijo ledu, ki je kombinirana z vstopom krioprotektanta. Stopnja dehidracije, 
dosežena med zamrzovanjem, je določena s trajanjem kontrolirane ohlajevalne faze, to je 
dosežene temperature preden se celice potopi v tekoči dušik. Stopnja dehidracije določa, 
kako hitro morajo biti celice odtajane (Fray in sod., 2006). 
2.8.3 Vitrifikacija 
Vitrifikacija je alternativni pristop v tehnikah asistirane reprodukcije in zamrzovanja, ker 
se v celoti izogne oblikovanju ledu med postopkom ohlajevanja z nastankom steklastega 
(angl. glassy/vitreous) stanja, raje kot stanja ledenih kristalov. Osnovna strategija 
vitrifikacije celic in tkiv je povečanje hitrosti toplotnega prevajanja z zmanjšanjem 
koncentracije vitrifikanta za zmanjšanje njegove potencialne toksičnosti. Obstajata dve poti 
vitrifikacije vode v celicah (Liebermann 2012): 
 1. povečanje stopnje ohlajevanja z uporabo nosilcev z majhnimi volumni, kar omogoča, da 
so celice zelo hitro ohlajene in   
2. uporaba materialov, ki omogočajo hiter prenos toplote. 
O najzgodnejših poskusih vitrifikacije kot metode zamrzovanja zarodkov brez ledu so 
poročali leta 1985. Leta 1993 pa je bila izvedena uspešna vitrifikacija mišjih zarodkov. 
Leta 2000 so poročali o uspešnih nosečnostih in porodih po vitrifikaciji in segrevanju 
človeških jajčnih celic. V splošnem so vitrifikacijske raztopine vodne raztopine, ki ne 
zmrznejo, ko se shladijo pri visokih stopnjah ohlajevanja do zelo nizkih temperatur. 
Vitrifikacija je enostavna, zanjo ne potrebujemo opreme za programirano ohlajevanje in se 
nanaša predvsem na postavitev zarodka v majhnem volumnu vitrifikacijskega medija, ki 
mora biti ohlajen pri ekstremnih stopnjah, te pa niso dosegljive v tradicionalnih zaprtih 
napravah, kot so slamice in viale. Pomembnost uporabe majhnega volumna, ki je znan kot 
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pristop najmanjšega volumna (angl. minimal volume approach), je bila opisana in 
objavljena leta 2005. Nivo ohlajanja/segrevanja in koncentracija krioprotektanta 
potrebnega za doseg vitrifikacije so obratno sorazmerni (Liebermann, 2012).  
Med vitrifikacijo se uporablja ohlajevalno hitrost v razponu med 2,5 do 30 °C/min ali več, 
voda se spremeni iz tekočega stanja v stekleno stanje. Fizikalna definicija vitrifikacije je 
strjevanje raztopine pri nizki temperaturi ne zaradi kristalizacije ledu, ampak zaradi 
ekstremnega zvišanja viskoznosti med ohlajanjem. Vitrifikacijo vodne raztopine znotraj 
celic se lahko doseže s povečanjem hitrosti spremembe temperature in s povečevanjem 
koncentracije uporabljenega krioprotektanta. Negativna stran vitrifikacije pa je uporaba 
visokih koncentracij krioprotektanta in s tem nenameren negativen učinek 
krioprotektantov, to je toksičnost, ki lahko vpliva na zarodek in njegov razvoj v maternici. 
Zato je pomembno doseči pravo razmerje med hitrostjo ohlajevanja in koncentracijo 
vitrifikacijskega krioprotektanta. To se zahteva s praktično mejo hitrosti ohlajanja in 
biološko mejo tolerance celic za koncentracijo toksičnega krioprotektanta, ki je uporabljen 
za doseg krioshranjenega stanja (Liebermann, 2012).     
Obstajajo številni protokoli, ki ne zahtevajo drage opreme povezane s kontroliranim 
ohlajevanjem. Takšne metode vključujejo izredno hitro zamrzovanje in vitrifikacijo. Te 
tehnike imajo prednost, da je edina oprema, ki jo potrebujemo, posoda potrebna za 
zadrževanje tekočega dušika. Vitrifikacija se nanaša na fizikalno-kemijski proces, kjer 
snov preide v stekleno fazo med ohlajevanjem brez kristalizacije razredčevalca ali raztopin 
razredčevalca. Uspešno vitrifikacijo se doseže s previdnim izpostavljanjem zarodkov 
visokim koncentracijam krioprotektanta kombiniranega z zelo hitrim ohlajanjem (>1000 
°C/min). V nasprotju s kontroliranim ohlajevanjem je vitrifikacija neuravnovešen postopek 
– zarodki niso v ravnovesju s krioprotektantom, ampak so zaradi njega delno dehidrirani. 
Prednost vitrifikacije je, da zarodki niso poškodovani zaradi hlajenja, kar lahko povzročijo 
znotraj- ali zunajcelični kristali ledu. Pomembna pa je kontrola časa, ko so zarodki 
izpostavljeni vitrifikacijski raztopini, in temperatura teh raztopin, ki je potrebna za pravo 
ravnovesje za izogibanje toksičnim učinkom (Fray in sod., 2006). 
2.9 ZAMRZOVANJE SEMENČIC NADMODKA 
Mišje semenčice so zelo občutljive na postopke zamrzovanja in je zato težko ohraniti 
njihovo gibljivost in plodnost po odmrznitvi. V 90-tih letih prejšnjega stoletja so tri 
skupine raziskovalcev poročale o uspešnem zamrzovanju mišjih semenčic. Ugotovili so, da 
rafinoza pentahidrat, trisaharid galaktoze, fruktoze in glukoze učinkovito ščitijo mišje 
semenčice pred stresom zamrznitve in odmrznitve. Metode teh skupin raziskovalcev so 
bile kasneje še izboljšane in oblikovan je bil modificiran krioprotektant sestavljen iz 18 % 
rafinoze in 3 % posnetega mleka (R18S3). Krioprotektant je eden pomembnejših faktorjev, 
ki vpliva na viabilnost semenčic po zamrznitvi in odmrznitvi. Na to temo je bilo 
objavljenih veliko člankov, v katerih so definirali različne permeacijske (glicerol in 
DMSO-dimetilsulfoksid) in nepermeacijske agense (sladkorji in polimeri) kot tudi biološke 
materiale (posneto mleko ali rumenjak). Ti krioprotektanti imajo vlogo pri preprečevanju 
oblikovanja znotrajceličnega ledu, podpori stabilnosti membrane in regulaciji celičnega 
volumna proti spremembi ozmolarnosti. Nastanek aktivnih kisikovih spojin (angl. reactive 
oxygen species – ROS) je v mišjih semenčicah odvisen od koncentracije kisika v mediju. 
ROS povzročijo peroksidacijo lipidov v plazemski membrani, kar vodi v slabšo funkcijo 
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semenčic (izguba integritete membrane, poškodbe mitohondrijev, fragmentacija DNA) 
(Takeo in Nakagata, 2011). 
Iz praktičnega vidika ima zamrzovanje zarodkov v primerjavi z zamrzovanjem semenčic 
nekaj tehničnih slabosti, ker je potrebno kar nekaj korakov, preden lahko dobimo zarodke, 
in sicer superovulacija samic, umetna oploditev (IVF)/vazektomija samcev in njihovo 
parjenje s superovuliranimi samicami ter in vitro kultiviranje zarodkov. Vsi ti koraki 
morajo biti kontrolirani za pridobivanje najboljših rezultatov. Samo število jajčnih celic 
pridobljenih iz ene samice je omejeno na 5,4–39,5, odvisno glede na linijo. Za izogibanje 
tem pomanjkljivostim pri zamrzovanju zarodkov se zdaj raje uporablja zamrzovanje 
semenčic kot obetavno strategijo za ohranjanje mišjih linij, ker je hitra in lahko pridobi 
veliko število genetskega materiala iz enega samega samca. Potrebno pa je poudariti, da s 
tem ohranimo samo genom po moški strani in je zato ta postopek primeren za ohranjanje 
linij, kjer imamo na voljo izogene linije, ki se še vzrejajo, oziroma imamo shranjene tudi 
njihove jajčne celice (Hasegawa in sod., 2012). 
Na splošno je dovolj le en spolno dozorel samec za rederivacijo mišje linije, kadar linija 
nosi eno ali omejeno število mutiranih genov ob definiranem genetskem ozadju in imamo 
na voljo samice ali krioprezervirane jajčne celice. Jedro semenčice je bolj robustno kot 
jedro zarodka in mogoče lahko še preživi nenamerno porušitev kontrole temperature. Kot 
primer navajajo, da so se skotili normalni mladiči z injiciranjem jajčnih celic s 
semenčicami pridobljenimi iz trupla miši, ki je bilo zamrznjeno 15 let (Hasegawa in sod., 
2012).  
Za pridobivanje zalog ejakulata za rutinsko uporabo pri oživljanju linij morajo biti 
semenčice intaktne zaradi ohranitve visoke gibljivosti, ki je potrebna za uspešno IVF. To je 
eden glavnih tehničnih izzivov povezan z zamrzovanjem semenčic zadnjih 20 let. 
Membrana semenčic je, posebno okoli akrosoma, zelo občutljiva na postopke zamrzovanja 
ter odmrzovanja in zato lahko poškodba na membrani zmanjša uspeh oploditve ob IVF. 
Hlajenje, hipertoničen stres in znotrajcelični led so najpogosteje odgovorni za poškodbe 
semenčic (Hasegawa in sod., 2012). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 DOVOLJENJE ZA IZVAJANJE POSKUSA NA ŽIVALIH 
Vsi postopki na živalih so bili odobreni z odločbo Ministrstva za kmetijstvo, gozdarstvo in 
prehrano Uprave Republike Slovenije za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin 
(številka U34401-9/2018/7) za vlogo z naslovom »Krioprezervacija zarodkov in spolnih 
celic za ohranjanje debele (F) in vitke (L) mišje linije«. Postopke na živalih je izvajalo v tej 
odločbi odobreno osebje z izkušnjami in licencami. Diplomantka ni izvajala postopkov na 
živih živalih, bila pa je prisotna pri poskusih in sodelovala z evidentiranjem in 
asistiranjem. Sama je izvajala izključno postopke na tkivih, celicah oziroma zarodkih in 
tudi te pod mentorstvom prof. dr. Simona Horvata in Katje Skulj dr. vet. med. 
 
Naslednja poglavja so povzeta po viru Hogan in sod. (1994). 
3.2 APLIKACIJA EKSOGENIH HORMONOV ZA SUPEROVULACIJO SAMIC 
(PMSG, hCG)  
Material 
 PMSG 5IU/100 µL 
 hCG 5IU/100 µL 
 1 ml brizga Chirana 1ml Insulin) 
 Samica linije CD-1/B6D2F1/L/F stara nad 8 tednov   
Metoda  
Žival smo fiksirali v dlani tako, da smo s palcem in kazalcem prijeli kožo na vratu kolikor 
se da blizu ušes, hkrati pa prijeli rep s prstancem in mezincem (angl. scruff). Žival smo 
držali z glavo navzdol, da so se zaradi sile težnosti umaknili notranji organi. V desni 
spodnji kvadrant trebuha smo živali intraperitonealno aplicirali PMSG/hCG tako, da smo 
se izognili mehurju in trebušni preponi. Počakali smo za kratek čas, preden smo izvlekli 
iglo iz trebušne votline, da ne bi tekočina ušla ven skozi vbodno mesto. Žival smo potem 
vrnili v kletko.  
3.3 VAZEKTOMIJA  
Material 
 Samci linije CD-1, stari od 8 do 12 tednov 
 Tehtnica (WTB 2000, Radwag) 
 1 ml brizga (Chirana 1ml Insulin) 
 Ketamin, anestetik (Narketan, Vetoquinol) 
 Ksilazin, anestetik (Chanazine 2 %, Chanelle) 
 Fiziološka raztopina (Natrijev klorid 9 mg/ml, Braun) 
 Brivnik (Panasonic ER-GP21) 
 Sterilne gaze (zloženec 5x5 cm, Tosama) 
 75 % etanol  
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 Kirurške škarje (1 par finih škarij, 1 par navadnih kirurških škarij) 
 2 para secirnih pincet (fina pinceta za trebušno steno, navadna pinceta za kožo)   
 Elektrokavter (Gemini, 72-6067, Harvard Apparatus) 
 Šivalni material (Safil, 5/0, C1048012, Braun) 
 Stereomikroskop (Nikon SMZ1000) 
 Kirurška sponka (Autoclip, 9 mm, 427631, BD) 
 Aplikator sponk (Autoclip, 9 mm, 427630, BD) 
 Grelna plošča (MediHeat V500Vstat, PECO Services) 
 0,9 % NaCl v obliki gela (Normlgel, Mölnlycke) 
 Gel za oči (Thealoz duo gel, Thea) 
 Inštrument za odstranjevanje sponk (Autoclip, 9 mm, 427637, BD) 
Metoda 
Samcem smo po tehtanju inducirali splošno anestezijo z intraperitonealno injekcijo 
mešanice ketamina in ksilazina (ketamin (100 mg/ml) – 70 mg/kg; ksilazin (2 mg/ml) –10 
mg/kg v 0,9 % NaCl). Dokler žival ni zaspala, je bila nameščena v kletki (2–3 min.), 
potem smo jo dali na segreto grelno ploščo (39 °C) do posega, oči smo zaščitili pred 
izsuševanjem z 0,9 % NaCl v obliki gela. Nato smo pripravili operativno področje (britje in 
razkuževanje s 75 % etanolom na ciljnem področju). S steriliziranimi kirurškimi škarjami 
smo naredili kratko zarezo (1–1,5 cm) v koži na trebušni steni, anteriorno od sekundarnih 
spolnih žlez, kasneje pa cca. 1 cm dolgo zarezo skozi muskulaturo trebušne stene. S topo 
pinceto smo zagrabili epididimalno maščobno blazinico in z manipulacijo te izpostavili 
modo oz. semenovod. Z elektrokavterjem za male glodavce smo odstranili 2–3 mm 
semenovoda. Ta postopek smo ponovili še na drugem modu. Trebušno steno smo zašili 
(resorbtivni material), rano na koži pa speli s sterilno kirurško sponko. Po operaciji smo 
žival namestili na segreto grelno ploščo (39 °C), rano pokrili s sterilno gazo in živali 
ponovno zaščitili oči z 0,9 % NaCl gelom. Ko se je žival zbudila (pribl. po 45–60 
minutah), smo jo namestili v kletko s čistim nastiljem in gnezdilnim materialom še za 
nadaljnje 3–4 ure. Kletko smo dali na segreto grelno ploščo (39 °C) s krmo na voljo v in na 
rešetki. V primeru, da je žival kazala znake neugodja, bolečine in stresa (zgrbljena drža, 
apatičnost, nepriležna dlaka), smo njeno stanje ocenjevali s pomočjo mouse grimase scale 
in po potrebi uvedli analgetik. Osmi dan po vazektomiji smo živalim odstranili sponke. 
Živali smo s standardnim prijemom za fiksacijo laboratorijskih miši držali in s posebnim 
inštrumentom odstranili sponke. 
3.4 IZOLACIJA ZIGOT  
Material  
 Samice linij B6D2F1/CD-1/L/F, stare nad 8 tednov 
 PMSG (Sigma) 
 hCG (Sigma) 
 1 ml brizga (Chirana 1ml Insulin) 
 Avtomatska pipeta 
 Samci iste linije stari 2–6 mesecev 
 75 % etanol  
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 Kirurške škarje (1 par finih škarij, 1 par navadnih kirurških škarij) 
 2 para secirnih pincet (fina pinceta za trebušno steno, navadna pinceta za kožo)   
 60 mm petrijevke (734-2318, WWR) 
 Medij M2 (M7167, Sigma) 
 Hialuronidaza (H4272, Sigma) 
 Stereomikroskop (Nikon SMZ1000) 
 Mineralno olje za zarodke (M5310, Sigma) 
 KSOM medij (MR-121, Sigma) 
 Medij M16 (M7292, Sigma) 
 Vrečka za trupelce  
 Sterilna ustna pipeta (Handlingpipettes, BioMedical Instruments) 
Metoda  
Injicirali smo serumski gonadotropin PMSG breje kobile intraperitonealno samicam linije 
B6D2F1/CD-1/L/F z 1 ml brizgo. Po 46–48 urah smo pri istih samicah ponovili injiciranje, 
tokrat s humanim horionskim gonadotropinom hCG v koncentraciji 5IU/100 µL z enako 
brizgo. Sledilo je parjenje samic s samci iste linije, ki so imeli preverjeno plodnost (starosti 
2–6 mesecev). Naslednji dan smo pri samicah preverili nožnične čepe, ki so dokaz, da je 
prišlo do paritve. S cervikalno dislokacijo smo žrtvovali samice, ki so imele nožnični čep. 
Samici smo potem dezinficirali trebuh z etanolom. Potem smo zagrabili kožo z navadno 
secirno pinceto in naredili incizijo na sredini trebuha z navadnimi kirurškimi škarjami. Z 
obema rokama smo prijeli nad in pod incizijo in potegnili kožo proti glavi in repu, dokler 
se ni izpostavil abdomen. S fino pinceto smo prijeli in prerezali trebušno steno proti levi in 
desni strani. Zavoje črevesja smo umaknili, da se je izpostavila maternica z jajčnikoma. S 
fino secirno pinceto smo zagrabili en rog maternice in ga previdno potegnili iz trebušne 
votline, da se je izpostavil jajčnik z maščobno blazinico in mezometrij, ki povezuje 
reproduktivni trakt s trebušno steno in nosi pomembne žile. S škarjami ali pinceto smo 
naredili luknjico v mezometrij. Prerezali smo med jajčnikom in jajcevodom tako, da smo s 
pinceto držali maternico in potem premaknili pinceto blizu jajcevoda in prerezali 
maternico zraven jajcevoda. Zatem smo prenesli jajcevod z delom maternice v 35 mm 
petrijevko s kapljico medija M2 na sobni temperaturi. Jajcevode več miši smo zbrali v eno 
petrijevko, vsakega v svoji kapljici medija M2. Ovulirana jajčeca obdana s kumulusnimi 
celicami so se nahajala v ampuli, ki je bila povečana. Ampulo smo zagrabili s fino secirno 
pinceto in jo naslonili na dno petrijevke, z iglo smo predrli steno ampule, da so se sprostila 
jajčeca s kumulusnimi celicami. Jajčeca oz. zigote obdane s kumulusnimi celicami smo 
prenesli v novo petrijevko s kapljico medija M2 s hialuronidazo (~300 mg/ml v M2). 
Nekaj minut smo pustili, da se kumulusne celice razgradijo in s tem izpostavijo zigote, ki 
smo jih potem spirali z ustno pipeto v več kapljicah medija M2. Zigote smo potem z ustno 
pipeto prestavili v kapljico medija KSOM za zamrzovanje dvoceličnih zarodkov naslednji 
dan/v kapljico medija M16 za presaditev zarodkov naslednji dan. 
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3.5 PRESADITEV ZARODKOV  
Material 
 Mišji zarodki (0,5–2,5 dpc) v zoni pelucidi 
 Dva para kirurških škarij 
 Dva para secirnih pincet 
 Kirurške škarje (1 par finih škarij, 1 par navadnih kirurških škarij) 
 2 para secirnih pincet (fina pinceta za trebušno steno, navadna pinceta za kožo)   
 Serafinova oprijemalka 
 Avtomatska pipeta  
 Sterilna ustna pipeta (Handlingpipettes, BioMedical Instruments) 
 Sterilna ustna pipeta (Retransfer Pippete, BioMedical Instruments) 
 Tehtnica (WTB 2000, Radwag) 
 1ml brizga (BD Plastipak) 
 Ketamin, anestetik (Narketan, Vetoquinol) 
 Ksilazin, anestetik (Chanazine 2 %, Chanelle) 
 Fiziološka raztopina (Natrijev klorid 9mg/ml, Braun) 
 Brivnik (Panasonic ER-GP21) 
 Sterilne gaze (zloženec 5x5 cm, Tosama) 
 75 % Etanol  
 Elektrokavter (Gemini, 72-6067, Harvard Apparatus) 
 Šivalni material (Safil, 5/0, C1048012, Braun) 
 Stereomikroskop (Nikon SMZ1000) 
 Kirurška sponka (Autoclip, 9 mm, 427631, BD) 
 Aplikator sponk (Autoclip, 9 mm, 427630, BD) 
 Grelna plošča (MediHeat V500Vstat, PECO Services) 
 0,9 % NaCl v obliki gela (Normlgel, Mölnlycke) 
 Gel za oči (Thealoz duo gel, Thea) 
 Inštrument za odstranjevanje sponk (Autoclip, 9 mm, 427637, BD) 
Metoda 
Psevdogravidnim samicam smo aplicirali splošno anestezijo z intraperitonealno injekcijo 
mešanice ketamina in ksilazina – ketamin (100 mg/ml) – 70 mg/kg; ksilazin (2 mg/ml) –10 
mg/kg v 0,9 % NaCl. Dokler žival ni zaspala, smo jo namestili v kletko (2–3 minute), 
potem smo jo dali na segreto grelno ploščo (39 °C) do posega, oči pa zaščitili pred 
izsuševanjem z 0,9 % NaCl v obliki gela. Pripravili smo si operacijsko polje – britje in 
razkuževanje s 75 % etanolom na ciljnem področju. Cel postopek se je dogajal pod 
stereomikroskopom. Z navadnimi kirurškimi škarjami smo v kožo za zadnjim rebrom, 1 
cm pod hrbtenico naredili zarezo dolgo 0,5 cm. Kožo smo potem premaknili proti levemu 
oziroma desnemu boku in fiksirali na mesto, kjer pod trebušno steno leži jajčnik (svetlo 
rožnat) s pripadajočo manjšo maščobno blazinico. Na tem mestu smo s finimi kirurškimi 
škarjami naredili 0,5 cm dolgo zarezo v trebušno steno, neposredno nad jajčnikom. S 
pinceto in pomočjo oprijema ovarijske maščobne blazinice skozi zarezo smo poiskali in 
izvlekli jajčnik, vključno s proksimalnim koncem pripadajočega roga maternice. S 
22 
Kobal S. Optimizacija metod zamrzovanja … ogroženih selekcijskih mišjih linij FLI in FHI. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
preprijemanjem smo nato fiksirali ovarijsko maščobno blazinico z ob strani ležečo 
Serafinovo oprijemalko. S fino pinceto smo locirali ampulo in infundibulum. Opravili smo 
začetni vbod v jajcevod dva ovinka pred ampulo. Skozi ta vbod smo potem vstavili 
posebno tanko ustno pipeto z dvoceličnimi zarodki in jih vnesli v lumen jajcevoda. Po 
vnosu v jajcevod smo del maternice in maščobno blazinico namestili nazaj v trebušno 
votlino. Trebušno steno smo zašili z resorbtivnim materialom in kožo speli s sponko. 
Postopek smo potem ponovili še na drugi strani. Po operaciji smo žival namestili na 
segreto grelno ploščo (39–40 °C), rano pokrili s sterilno gazo in živali ponovno zaščitili oči 
z 0,9 % NaCl gelom. Ko so se živali zbudile iz anestezije (po pribl. 45–60 min), smo jih 
namestili v kletke s čistim nastiljem in gnezdilnim materialom. Kletke smo namestili na 
segreto grelno ploščo (39 °C) s krmo na voljo v kletki in na rešetki. Tam so bile še 
nadaljnje 3–4 ure. Živalim v skladu z literaturo in protokoli nismo odstranjevali sponk. V 
primeru, da je žival kazala znake neugodja, bolečine in stresa (zgrbljena drža, apatičnost, 
nepriležna dlaka), smo njeno stanje ocenjevali s pomočjo mouse grimase scale in po 
potrebi uvedli analgetik. 
 
Naslednja poglavja so povzeta po viru Kumamoto university (2019). 
3.6 PRIPRAVA MEDIJEV ZA ZAMRZOVANJE IN ODMRZOVANJE ZARODKOV 
3.6.1 Kemikalije za pripravo medijev 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih kemikalij za pripravo medija PB1. 
Ime kemikalije 
 
Koncentracija  
(mg/100 ml) 
Proizvajalec Kataloška 
številka 
NaCl 800,0 Sigma S5886 
KCl 20,0 Sigma P5405 
CaCl2 12,0 Sigma C5670 
KH2PO4 20,0 Sigma P5655 
MgCl2 6H2O 10,0 Sigma M2393 
Na2HPO4 115,0 Sigma S5136 
Na-Piruvat 3,6 Sigma P4562 
Glukoza 100,0 Sigma G6152 
Penicilin 7,5 Sigma P4687 
Streptomicin 5,0 Sigma S1277 
BSA 300,0 Sigma A4378 
Preglednica 3: Seznam uporabljenih kemikalij za pripravo 1M DMSO v PB1. 
Ime kemikalije ml (končni 
volumen 100 
ml) 
Proizvajalec Kataloška 
številka 
DMSO 7,813 Sigma D2650 
PB1 92,2 - - 
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Preglednica 4: Seznam uporabljenih kemikalij za pripravo raztopine A. 
Ime kemikalije ml (končni 
volumen 10 
ml) 
Proizvajalec Kataloška 
številka 
PB1 2,3088 - - 
DMSO 3,1252 Sigma D2650 
Propilen glikol (PG) 4,556 Sigma P1009 
Preglednica 5: Priprava raztopine B. 
Ime kemikalije mg/10 ml 
PB1 
Proizvajalec Kataloška 
številka 
Acetamid (AA) 1181,4 Sigma A0500 
Preglednica 6: Priprava 0,25 M saharoze v PB1. 
Ime kemikalije mg/20 ml  
PB1 
Proizvajalec Kataloška 
številka 
Saharoza 1711,5 Sigma S-1888 
Metoda  
Pri pripravi medija PB1 smo vedno pripravili najprej 1 l miliQ vode in pretvorili količine 
vseh kemikalij na 1 l. Po odtehtanju smo raztopino mešali toliko časa, da so se vse 
kemikalije raztopile. Vse raztopine smo na koncu filtrirali skozi 0,22 µm sterilni filter v 
laminariju in jih shranjevali na 4 °C do 4 mesece. Vse raztopine z DMSO smo shranjevali 
v temi. Za pripravo medija DAP213 smo zmešali raztopini A in B v razmerju 1:1 na dan 
zamrznitve dvoceličnih zarodkov v laminariju. 
3.7 VITRIFIKACIJA DVOCELIČNIH ZARODKOV  
Material 
 1M DMSO 
 DAP213 
 60 mm petrijevke (734-2318, WWR) 
 Pipetni nastavki 
 Avtomatska pipeta  
 Krioviale 
 Stojalo za viale 
 Ustna pipeta (Handlingpipettes, BioMedical Instruments) 
 Stereomikroskop (Nikon SMZ1000) 
 Škatla iz stiropora 
 Led 
 Tekoči dušik 
 Termovka 
 Štoparica  
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Metoda  
V stiropor škatlo smo nasuli led. Kriovialo smo označili in jo pred manipulacijo z zarodki 
dali na led. V laminariju smo si pripravili medij DAP213 in ga dali na led. Na petrijevki 
smo naredili 2 kapljici 1 M DMSO v PB1(~100 µl). Eno kapljico smo uporabili za spiranje 
zarodkov od medija za izolacijo zigot, drugo pa za zadržanje spranih zarodkov (do pribl. 
40 zarodkov na kriovialo je enostavno manipulirati). Z 20 µl avtomatsko pipeto in ozkim 
pipetnim nastavkom smo prenesli zarodke v 5 µl 1 M DMSO v kriovialo in počakali 5 
minut (če so zarodki dani skupaj na sredino kapljice, jih je enostavneje pobrati z 20 µl 
pipeto). Po petih minutah čakanja smo dodali 45 µl DAP 213 k zarodkom v krioviali in 
počakali še 5 minut. Po pretečenih 5 minutah smo zatisnili pokrovček krioviale in jo 
prenesli na stojalo za krioviale, ga potopili v tekoči dušik v termovki ter prenesli v gensko 
banko (pazili smo, da nismo preveč zatesnili pokrovčka krioviale, ker ga je ob odmrznitvi 
težko odpreti). 
3.8 ODMRZOVANJE DVOCELIČNIH ZARODKOV 
Material 
 Mikroskop 
 0,25 M saharoza 
 Termovka  
 Tekoči dušik 
 medij KSOM (MR-121, Sigma)/ medij M16 (M7292, Sigma) 
 Mineralno olje (M8410, Sigma) 
 60 mm petrijevke (734-2318, WWR) 
 Avtomatska pipeta 
 Pipetni nastavki  
 Stereomikroskop (Nikon SMZ1000) 
 Ustna pipeta (Handlingpipettes, BioMedical Instruments) 
 Pipetni nastavki 
Metoda 
Iz genske banke smo vzeli kriovialo z dvoceličnimi zarodki, ki smo jih želeli odmrzniti, in 
prenesli v termovko s tekočim dušikom. Predhodno smo segreli 0,25 M saharozo v PB1 na 
37 °C. Ko smo odstranili kriovialo iz tekočega dušika, smo odprli pokrovček in držali 
kriovialo 30 sekund na sobni temperaturi. Vanjo smo potem dodali 0,9 ml segrete 0,25 M 
saharoze v PB1 in z resuspendiranjem hitro segreli vzorec. Med resuspendiranjem smo 
pazili, da nismo poškodovali zarodkov. Vso vsebino krioviale smo odpipetirali v 
petrijevko. Potem smo v kriovialo dodali manjši volumen 0,25 M saharoze (~100 µl) in 
prenesli vso vsebino v petrijevko. To še dodatno razredči DAP213 in zagotovi, da smo res 
prenesli vse zarodke v petrijevko (pomembno je, da vzorec hitro segrejemo in se s tem 
izognemo toksičnosti DAP213). Pod stereomikroskopom smo z ustno pipeto prenesli 
dvocelične zarodke v novo petrijevko s 3 kapljicami želenega medija (medij M16 za 
presaditev zarodkov, KSOM za nadaljnjo inkubacijo do blastociste), jih dali v eno kapljico 
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(~100 µl) in nato vse kapljice prelili z mineralnim oljem ter dali petrijevko v inkubator (37 
°C, 5 % CO2). Po 10 minutah smo sprali zarodke v preostalih dveh kapljicah. 
3.9 ZAMRZOVANJE SEMENČIC  
Poglavje je povzeto po EMMA (2018). 
3.9.1 Material za pripravo medija R18S3 
Preglednica 7: Kemikalije, uporabljene za pripravo medija R18S3 za zamrzovanje mišjih semenčic (EMMA, 
2018). 
Kemikalija  g/100 ml 
Rafinoza pentahidrat (Sigma, R-7630) 18 
Posneto mleko v prahu (Becton Dickinson, 
232100) 
3 
 
 Centrifuga 
 MiliQ voda 
 Plastične centrifugirke 10 in 50 ml (Thermo Fischer Scientific) 
 Vodna kopel 
 Vorteks mešalec 
 Merilni valj 
 Sterilni filter (SLGV033RB, Milipore) 
3.9.2 Material za pripravo suspenzije za zamrzovanje semenčic 
 Samci stari 8–14 tednov 
 Dva para kirurških škarij 
 Dva para secirnih pincet 
 75 % etanol 
 Medij R18S3 
 Glicerol (G2025, Sigma)/MTG (M6145, Sigma) 
 Mineralno olje (M8410, Sigma) 
 35 mm petrijevka (169558, Thermo Fischer Scientific) 
 Pipetni nastavki  
 Avtomatska pipeta 
 Ustna pipeta (Handlingpipettes, BioMedical Instruments) 
 Plastična slamica 0,25 ml (010261, Cryolab) 
 Plastična brizgalka 10 ml (BD Plastipak) 
 Vinilno tesnilo za slamice (Critoseal tube sealant) 
 Zamrzovalna posoda iz stiropora 
 Temperaturno tipalo  
 Stojalo za slamice 
 Plastična pinceta 
 Tekoči dušik 
 Stereomikroskop (Nikon SMZ1000) 
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 Vrečka za trupelca 
3.9.3 Priprava medija R18S3  
V merilni valj smo nalili 80 ml miliQ vode. V vsako centrifugirko smo nalili približno 40 
ml vode iz valja. Centrifugirki smo zamašili in ju dali v vodno kopel. Ko se je ta segrela na 
60 °C, smo razdelili 18 g rafinoze in potem še 3 g posnetega mleka v prahu v obe 
centrifugirki in ju vorteksirali 3 min. Raztopino smo pustili inkubirati v vodni kopeli 90 
min. Vorteksirali smo po 3 min na vsakih 30 min. Po inkubaciji smo prelili vsebino obeh 
falkonk v merilni valj in nalili miliQ vodo do oznake 100 ml. Po 50 ml raztopine smo nalili 
v dve centrifugirki in ju nato dali centrifugirati na 10.000 g za 60 min na 4 °C. Po 
centrifugiranju smo previdno odpipetirali supernatant v novo centrifugirko, ga sterilno 
filtrirali skozi 0,22 µm sterilni filter v laminariju in alikvotirali po 10 ml medija v 
centrifugirke ter ga shranjevali na –20 °C. 
3.9.4 Priprava suspenzije semenčic za njihovo zamrzovanje  
Poglavje je povzeto po Sperm Cryopreservation protocol (2017), Kumamoto university 
(2019).  
 
Najprej smo pripravili 10 ml 10 % raztopine glicerola/MTG v R18S3, iz nje pa naredili 10 
ml 1,75 % raztopine glicerola/MTG v mediju R18S3. Nato smo pripravili po eno kapljico 
(100 µl) medija R18S3 + 1,75 % glicerol na 2 nadmodka v 35 mm petrijevko in kapljice 
prelili z mineralnim oljem ter petrijevko pustili na sobni temperaturi. Pripravili smo si 
slamice za zamrzovanje, vsako smo označili, pritrdili brizgo na konec slamice, ki je 
vseboval bombažni čep, in v slamico aspirirali vsaj 1 cm medija R18S3 ter potem aspirirali 
vsaj 2 cm zraka. Sledila je evtanazija živali najprej v CO2 komori in nato cervikalna 
dislokacija. Samcu smo potem dezinficirali trebuh s 75 % etanolom. Potem smo zagrabili 
kožo z navadno secirno pinceto in naredili incizijo na sredini trebuha z navadnimi 
kirurškimi škarjami. Z obema rokama smo prijeli nad in pod incizijo in potegnili kožo proti 
glavi in repu, dokler se ni izpostavil abdomen. S fino pinceto smo prijeli in prerezali 
trebušno steno proti levi in desni strani. Črevesje smo umaknili in potegnili maščobno 
blazinico mod, da smo si izpostavili modo. Locirali smo rep nadmodka in semenovod ter s 
finimi kirurškimi škarjami prerezali ligament blizu repa nadmodka. S finimi kirurškimi 
škarjami smo prerezali semenovod blizu sečnega mehurja. Nežno smo potegnili 
semenovod stran od trebušne votline, prerezali s finimi kirurškimi škarjami pod repom 
nadmodka in s tem izolirali tkivo. Postopek smo ponovili še na drugi strani. Glavo 
nadmodka smo dali v kapljico 1,75 % glicerola/MTG+R18S3. 
Oba nadmodka v kapljici smo potem 5–6x prerezali. Semenčice v kapljici pod mineralnim 
oljem smo nato vsako minuto s krožnimi gibi premešali v 3 minutah inkubacije. Semenčice 
smo nato aspirirali v slamico in na koncu aspirirali še zrak, dokler se ni bombažni čep 
namočil v mediju R18S3, ki smo ga na začetku aspirirali. Slamico smo zaprli z vinilnim 
tesnilom. Slamice smo prenesli v primeru počasnega ohlajevanja na 5 °C v vodni kopeli 
(začetna sobna temperatura) v sobo, ki je bila ohlajena na 5 °C, in počakali, da se je vodna 
kopel ohladila pod 8 °C, preden smo začeli z zamrzovanjem. Temperaturo smo odčitali s 
pomočjo temperaturnega tipala. Ko je temperatura vodne kopeli padla pod 8 °C, smo v 
zamrzovalno posodo namestili stojalo za slamice in nalili tekoči dušik do oznake. Na 
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stojalo smo potem namestili slamice in posodo pokrili s pokrovom. Slamice smo za 10 
minut potopili v hlape tekočega dušika s plastično pinceto in jih potem prestavili na nosilec 
v kontejner za gensko banko. 
3.10 ODMRZOVANJE SEMENČIC 
Material 
 Dewar tovorna posoda 
 Plastična velika pinceta 
 Vodna kopel (37 °C) 
 Papirnata brisača 
 Navadne škarje 
 Železna palčka 
 Števna komora (Sefi Medical Instruments Ltd, Haifa, Israel) 
 IVOS sperm imaging analyser (Hamilton Thorne, Inc., Beverly, MA) 
Metoda  
Iz genske banke smo prenesli slamice v Dewar tovorno posodo s tekočim dušikom. S 
pinceto smo zagrabili slamico blizu bombažnega čepa, jo držali 3 sekunde v zraku na sobni 
temperaturi in jo nato potopili v vodno kopel na 37 °C za 15 sekund, s slamico smo ob tem 
počasi krožili po vodi, da se je led prej stopil. Slamico smo potem obrisali do suhega s 
papirnato brisačo in s škarjami odrezali konec slamice med vinilom in vzorcem semenčic z 
medijem ter pazili, da nismo potisnili ven še medija, ki se je deloma vpil v bombažni čep 
pred zamrzovanjem. Z železno palčko smo potisnili vsebino slamice v stekleno epruveto in 
jo postavili na grelno ploščo na 37 °C za 15 minut. Po 15 minutah smo pogledali gibljivost 
semenčic s sistemom CASA tako, da smo nanesli 10 µl vzorca semenčic na Makler števno 
komoro in jo vstavili v IVOS sperm imaging analyser. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO   
4.1 VPLIV ČASOVNEGA INTERVALA APLIKACIJ EKSOGENIH HORMONOV NA 
UČINKOVITOST SUPEROVULACIJE SAMIC 
Za namen zamrzovanja mišjih zarodkov je bilo potrebno več samic izbrane linije 
superovulirati s hormonoma PMSG in hCG. Prvi inducira ovulacijo, drugi pa vzdržuje 
rumeno telo, ki sprošča progesteron in s tem ohranja brejost. Običajen protokol za 
superovulacijo miši se začne z injiciranjem i.p. PMSG in čez 46–50 ur se aplicira i.p. še 
hCG. 
Ker apliciranje teh dveh hormonov v istem časovnem razmaku ni vedno uspelo, smo lahko 
s tem preverili še uspešnost superovulacije glede na časovni razmak med aplikacijo 
hormonov.  
 
 
Slika 6: Primerjava vpliva časovnega razmaka aplikacije eksogenih hormonov za superovulacijo samic med 
linijami B6D2F1, CD-1, L in F. 
Iz grafa raztrosa je razvidno, da ni statistično značilnih rezultatov, ki bi kazali, da časovni 
interval aplikacije eksogenih hormonov vpliva na učinkovitost superovulacije samic vseh 
štirih linij.  
Hormone smo aplicirali v intervalu od 46–48 ur. Največje število zigot je bilo našteto v 
intervalu od 46–46,5 ur, kar pa je seveda odvisno od linije miši, mase in starosti samic 
posamezne linije, kakšen je režim svetlobe ter doza hormonov. Pri protokolu 
superovulacije ima največji vpliv genetsko ozadje (linija). Pri optimizaciji protokola je 
potrebno upoštevati tudi kvaliteto zigot pridobljenih s superovulacijo (Byers in sod., 2005). 
Linija B6D2F1 je imela v povprečju 20,79 zigot na samico, linija CD-1 pa 19,76 v tem 
poskusu. V primerjavi s svetovno literaturo, kjer za linijo CD-1 navajajo v poprečju 16,3 
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zigot na samico, so naši rezultati za linijo CD-1 primerljivi (nekoliko boljši) (Luo in sod., 
2011). Pri liniji B6D2F1 so naši rezultati precej odstopali navzdol (20,79 zigot) proti 45,3 
zigot na samico pri Luo in sod. (2011), vzrok za to razliko je morda v majhnem številu 
samic v našem poskusu in zato večjem vplivu osamelcev.  
 
 
Slika 7: Prikaz vpliva časovnega razmaka med aplikacijo hormonov na število zigot pri liniji L. 
 
Slika 8: Prikaz vpliva časovnega razmaka med aplikacijo hormonov na število zigot pri liniji F. 
Pri posameznih grafih raztrosa (Sliki 7 in 8) za liniji L in F, ki sta bili glavni predmet tega 
poskusa, tudi ni bilo najdenih statistično značilnih rezultatov, ki bi kazali, da časovni 
interval med aplikacijami hormonov vpliva na učinkovitost superovulacije miši. Linija L je 
imela v povprečju 23,88 zigot na samico, linija F pa 16,83. Torej smo pri liniji L dobili 
večje število od povprečnega števila zigot na samico pri linijah CD-1 in B6D2F1. To 
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pomeni, da se samice linije L zelo dobro odzivajo na protokol superovulacije, samice linije 
F pa najslabše od vseh štirih linij. 
 
Slika 9: Primerjava vpliva časovnega razmaka aplikacije eksogenih hormonov za superovulacijo samic med 
linijami F1, CD-1,B6D2F1, L in F. 
Iz slike 9 je razvidno, da ni bilo statistično značilnih razlik v odzivu na eksogene hormone 
med samicami teh štirih linij. Vse štiri linije imajo približno enako mediano števila zigot. 
Linije B6D2F1, L ter F imajo veliko variacijo v odzivu, kar je posledica majhnega števila 
poskusov, zato so prisotni tudi osamelci pri linijah F1 in L. Pri liniji CD-1 je variacija 
manjša in enakomerno razporejena, kar je najverjetneje posledica dejstva, da je to linija, ki 
ni parjena v sorodstvu in v reproduktivnih lastnostih najboljša. 
4.2 RAZVOJ ZIGOT DO DVOCELIČNIH ZARODKOV 
Samice smo po superovulaciji žrtvovali za izolacijo oplojenih zigot, ki smo jih nato v 
inkubatorju pustili razvijati 24 ur do dvocelične faze za nadaljnjo zamrzovanje. Deleži so 
preračunani glede na število zigot izoliranih predhodni dan. 
Samice smo po paritvi naslednje jutro najprej pregledali za prisotnost čepa in jih ločili na 
tiste z in brez nožničnega čepa. Obstaja namreč verjetnost, da se tiste brez čepa 
najverjetneje niso niti parile. 
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Slika 10: Primerjava odstotka deljenih zarodkov med linijami B6D2F1, L, F in CD-1 pri samicah brez čepa. 
Pri samicah brez čepa vseh linij je vidna večja variacija v razvoju do dvocelične faze. To je 
lahko posledica slabšega odziva na hormone in s tem število ovulacij ali pa so se samice 
optimalno odzvale na superovulacijo, vendar ni prišlo do paritve. V slednjem primeru se 
torej neoplojene jajčne celice niso mogle deliti naprej v pogojih in vitro. 
Pri samicah linije CD-1 brez čepa je spet vidna najmanjša variabilnost in nizek delež 
dvoceličnih zarodkov. Ker je ta linija v reproduktivnem smislu najbolj uspešna v 
primerjavi z ostalimi tremi ,ima očitno tudi zelo izražen nožnični čep – tako je bilo število 
samic brez čepa pri tej liniji najmanjše. Nasprotno pa je pri liniji B6D2F1 opažen največji 
raztros in relativno visok delež delečih se zarodkov pri samicah, kjer nožnični čep ni bil 
opažen. To lahko pomeni, da ta čep ni dobro izražen in je zato pri tej liniji potrebno v 
prihodnje za zbiranje zarodkov vzeti v obzir tudi samice, kjer čep ni viden. Možno je tudi, 
da se ta linija pari že v poznem popoldanskem času in je do jutra nožnični čep že razgrajen.  
Ker je raztros relativno velik tudi pri naših linijah F in L, bi veljalo v prihodnje preučiti ta 
pojav z analizo časovnih serij paritev (recimo v razmaku 2 ur pozno popoldan do večernih 
ur) in/ali pregledom nožničnih čepov v časovnih intervalih bolj zgodaj naslednje jutro. Na 
ta način bi lahko pridobili več zarodkov in porabili manj živali, kar je tudi v skladu z 
načelom 3R. 
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Slika 11: Primerjava odstotka deljenih zarodkov med linijami B6D2F1, L, F in CD-1 pri samicah s čepom. 
Pri samicah linije B6D2F1 je iz Slik 10 in 11 razvidno, da imajo samice z in brez čepa 
večje število dvoceličnih zarodkov v primerjavi z ostalimi linijami, to pa zato, ker gre za 
hibridno linijo, kjer lahko heterozis pozitivno vpliva na reprodukcijo. Ima pa ta linija 
veliko variabilnost, kar je lahko povezano tudi z majhnim vzorcem živali in s tem tudi 
majhnim številom zigot. 
Pri samicah linije F s čepom je vidno nižje število zigot, ki se deli v dvocelično fazo, kar je 
v skladu tudi z manjšim številom mladičev pri normalni paritvi. Ta linija ima že v 
optimalnih pogojih slabše reprodukcijske sposobnosti, kar je najverjetneje povezano z 
njihovo debelostjo. 
Samice linije F so dosegle 90 % uspešnost oploditve, samice iz linije L pa 94,7 %. Liniji L 
in F sodita med linije parjene v sorodstvu in z ekstremnimi vrednostmi mase telesnega 
maščevja. Vse to je povezano s slabšo plodnostjo, s povprečno 2,0–2,3 gnezd na samico in 
povprečno 3,2 odstavljenih mladičev na gnezdo pri liniji F ter 3,8 odstavljenih mladičev na 
gnezdo pri liniji L. Liniji sta glede teh plodnostnih parametrov med najslabšimi v 
primerjavi z drugimi linijami parjenimi v sorodstvu. To je v nasprotju s pričakovanjem 
glede na njuno relativno visoko uspešnost oploditve, ki je nad povprečjem standardnih 
linij. Linije, ki niso parjene v sorodstvu, dosežejo tudi blizu 100 % uspešnost oploditve, od 
parjenih v sorodstvu ima najboljšo plodnost linija CBA/Caj s 97,4 % uspešnostjo 
oploditve, najslabšo pa linija 129P1/ReJ z 31,5 % (Zanjkovič A, 2007). Iz tega lahko 
sklepamo, da so majhna gnezda pri linijah L in F posledica zamrtja zarodkov ali celo 
kasneje plodu v procesih po oploditvi. 
Pri liniji F je opazno, da je mediana deleža dvoceličnih zarodkov višja pri samicah brez 
prisotnega nožničnega čepa. To pomeni, da samci te linije ne naredijo čepa po paritvi ali pa 
se čep do jutra že razgradi oziroma izloči iz vagine. V prihodnje bi bilo potrebno tudi pri 
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tej liniji narediti analizo časovnih serij paritev in pregledovati samice te linije na prisotnost 
čepov v zgodnejših jutranjih urah.  
4.3 RAZVOJ ZARODKOV PO ODMRZNITVI 
Odstotki zamrznjenih zarodkov so preračunani glede na število izoliranih zigot. Odstotki 
odmrznjenih dvoceličnih zarodkov so preračunani glede na število zamrznjenih zarodkov 
(Slika 12).  
 
 
Slika 12: Povprečen odstotek vseh zarodkov, ki so bili zamrznjeni v dvocelični stopnji in potem odmrznjeni 
ter se naprej delili do blastociste, za vsako linijo posebej.            
Sivi stolpci prikazujejo povprečen odstotek zarodkov zamrznjenih v dvocelični stopnji, ki 
se je delil v štiricelično stopnjo po odmrznitvi zamrznjenih dvoceličnih zarodkov. Rumeni 
stolpci prikazujejo povprečen odstotek blastocist, ki so se razvile iz štiriceličnih zarodkov 
zamrznjenih v dvocelični stopnji po odmrznitvi. 
Pri liniji L ni podatka o povprečnem odstotku štiriceličnih zarodkov po odtajanju vzorca, 
ker smo dvocelične odmrznjene zarodke presajali v nadomestne matere. 
Pri liniji CD-1 so se le v 3 odstotkih razvili štiricelični zarodki, kar je v primerjavi s 
svetovno literaturo zelo nizek rezultat, drugi raziskovalci so na primer dobili 92,8 % 
dvoceličnih zarodkov po vitrifikaciji (Eto in sod., 2015). 
Pri linijah F in B6D2F1 so se razvile tudi blastociste v pogojih in vitro, pri liniji B6D2F1 v 
27 odstotkih, pri F pa samo 3 odstotki. Ta dva rezultata sovpadata z reprodukcijskimi 
lastnostmi obeh linij, linija F ima zelo slab odstotek, ker je parjena v sorodstvu, medtem ko 
je linija B6D2F1 križanec v generaciji F1 med C57BL/6J samico in DBA/2 samcem. 
Križanci vedno kažejo hibridni vigor za reproduktivne lastnosti. 
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Pri liniji B6D2F1 ni prikazanega povprečnega odstotka štiriceličnih zarodkov, ki so 
preživeli odmrznitev, ker takrat ni bilo pregleda. 
Povprečen odstotek odmrznjenih zarodkov, ki so bili zamrznjeni v dvocelični stopnji pri 
linijah B6D2F1, L in F, je večji kot povprečen odstotek zarodkov zamrznjenih v dvocelični 
stopnji. Razlike niso statistično značilne – gre za posledico napake meritve oziroma 
vzorčenja pri štetju. 
4.4 USPEH PRESADITVE ZARODKOV 
Po uspešnem zamrzovanju, s preverjanjem razvoja odmrznjenih zarodkov v inkubatorju in 
pri ustreznih pogojih je bilo potrebno dvocelične zarodke vstaviti v psevdogravidne 
samice. Kot začetne poskuse zamrzovanja smo zamrzovali liniji B6D2F1 in CD-1, ki sta 
bolj robustni, saj nista parjeni v sorodstvu in je zato tudi zamrzovanje teh zarodkov boljše 
in s tem lahko pričakujemo, da bo tudi presaditev zarodkov uspešnejša.  
Pri vsaki presaditvi zarodkov smo imeli v isti seriji zarodkov prisotne tudi sveže 
dvocelične zarodke kot kontrole postopka presaditve. Za liniji F in L so bili kontrola vedno 
F1 dvocelični zarodki, ker je ta linija črne barve, F in L liniji pa bele. S tem smo imeli 
olajšano prepoznavanje mladičev takoj ob kotitvi. Za linijo B6D2F1 smo imeli kot 
kontrolo sveže dvocelične CD-1 zarodke, ker je ta linija bele barve in obratno velja za 
zamrznjene CD-1 zarodke. 
Vsi mladiči so bili potem še genotipizirani za dodatno potrditev identitete linije. 
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Preglednica 8: prikaz uspešnosti presaditve zarodkov s številom kotenih in odstavljenih mladičev. 
Datum 
linija (oznaka 
alikvota/sveži 
zarodki) 
število 
dvoceličnih 
odmrznjenih 
število 
dvoceličnih 
svežih 
število 
kotenih 
(%) 
število 
odstavljenih 
(%) 
8. 11. 2017 B6D2F1(E2F1) 24  6 (25 %) 4 (16 %) 
  CD-1 (sveže)  26 10 (38 %) 3 (11 %) 
21. 12. 2017 B6D2F1(E5F1) 37  5 (13 %) 3 (8 %) 
  CD-1(sveže)  23 13 (56 %) 7 (30 %) 
1. 2. 2018 L (E1FHI) 16  4 (25 %) 2 (12,5 %) 
  B6D2F1 (sveže)  8 3 (37 %) 3 (37 %) 
29. 3. 2018 L (E2FHI) 32  0 0 
 F (E1FLI) 16  0 0 
  B6D2F1 (sveže)  24 0 0 
10. 5. 2018 L (E3FHI) 14  0 0 
 F (E2FLI) 14  0 0 
  B6D2F1 (sveže)  5 0 0 
12. 7. 2018 CD-1 (E1ICR) 12  0 0 
 L (sveže)  16 0 0 
  B6D2F1 (sveže)  49 9 (18 %) 3 (6 %) 
24. 10. 2018 L (E10FHI) 32  3 (9 %) 3 (9 %) 
 B6D2F1 (E6F1,E7F1) 10  0 0 
 B6D2F1 (sveže)  16 3 (18 %) 3 (18 %) 
  CD-1 (sveže)  4 0 0 
3. 12. 2018 F (E8FLI) 18  0 0 
  B6D2F1 (sveže)  8 6 (75 %) / 
24. 1. 2019 L (E11FHI) 54  3 (5 %) 2 (3 %) 
 F (E13FHI) 18  0 0 
  B6D2F1 (sveže)  32 8 (25 %) 6 (18 %) 
7. 3. 2019 L (E12FHI) 21  4 (19 %) 4 (19 %) 
  B6D2F1 (sveže)  9 3 (33 %) 3 (33 %) 
 
Ko nam je dvakrat uspela presaditev zamrznjenih dvoceličnih zarodkov B6D2F1, smo 
opravili še presaditev zamrznjenih dvoceličnih zarodkov linije L z 12,5 % odstotki 
uspešnosti. Za linijo CD-1 odmrznjenih zarodkov so drugi raziskovalci dobili večjo 
uspešnost, in sicer 88 % uspešnost presaditve zarodkov (Eto in sod., 2015). 
Odstotek odstavljenih mladičev je v nekaterih primerih manjši od odstotka kotenih 
mladičev zaradi pogina po kotitvi, lahko tudi zaradi stresa matere ob prvem gnezdu ali 
operativnih postopkov med postopkom presaditve zarodkov. V času našega poskusa se je 
dogajal še poskus rokovanja z mišmi, kar je vidno tudi v boljših, skoraj enakih odstotkih 
kotenih in odstavljenih mladičev v letu 2019. Z drugačnim načinom rokovanja (brez 
prijema za rep, rokovanje le s prijemom v dlan ali s tunelčkom) se je zmanjšal tudi stres pri 
samici ob prvi kotitvi (po presaditvi zarodkov). 
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V obdobju od marca do julija 2018 ni bilo uspešnih presaditev zarodkov zaradi slabe 
stabilnosti medijev za zamrzovanje zarodkov. Stabilnost medijev smo preverili z 
vstavljanjem svežih dvoceličnih zarodkov B6D2F1 in odmrznjenih dvoceličnih zarodkov 
CD-1, kjer prav tako nismo imeli uspešne presaditve. Zamrzovanje in presaditev zarodkov 
pri liniji F nista bila uspešna. 
Glede na slabe rezultate zamrzovanja dvoceličnih zarodkov linije F in s tem tudi presaditve 
zarodkov bi bilo potrebno protokol za to linijo miši še izboljšati, npr. z izbiro druge vrste 
krioprotektanta – glicerol, etilen glikol v kombinaciji in v različnih koncentracijah (Ali in 
sod., 1993). Možen vzrok za slabe rezultate presaditve pri liniji F bi lahko bil neučinkovit 
protokol superovulacije samic, preobčutljivost zarodkov F na osmotske spremembe 
oziroma na hitro ekspanzijo zarodkov po odmrznitvi (Eto in sod., 2015).  
4.5 GIBLJIVOST IN KONCENTRACIJA NATIVNIH SEMENČIC 
Za preliminarne poskuse zamrzovanja mišjih semenčic nas je zanimala gibljivost nativnih 
semenčic linij, ki smo jih želeli zamrzniti. Zato smo poskušali uspešno zamrzniti 
semenčice kontrolnih linij CD-1 in B6D2F1, ker ti dve liniji nista parjeni v sorodstvu, in 
smo želeli vzpostaviti robusten oziroma ponovljiv postopek zamrzovanja najprej na teh 
dveh linijah. 
Gibljivost vzorcev semenčic je bila izmerjena na IVOS sperm imaging analyser, kot vzorec 
smo jemali združen vzorec semenčic večjega števila samcev. Vse vzorce smo redčili 6x z 
medijem HTF, razen semenčic samca brez gnezda, ker je imel nižjo koncentracijo 
semenčic. 
  
Slika 13: Prikaz gibljivosti nativnih semenčic linij B6D2F1, L, F. 
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Že gibljivost nativnih semenčic je drugačna pri teh treh linijah, L in F liniji imata skoraj za 
polovico manjšo progresivno gibljivost od celotne gibljivosti v primerjavi z linijo B6D2F1, 
ki ima le za en odstotek nižjo progresivno gibljivost od celotne. 
Kot dodaten podatek je kvaliteta semenčic samca B6D2F1 brez gnezda, bil je trikrat v 
paritvi, imel pa je le 25 % gibljivost.  
Podatkov za koncentracijo semenčic pri skupnih vzorcih linij D2B6F1 in F ni, ker se jih 
takrat ni zabeležilo. 
V primerjavi s svetovno literaturo, kjer so podatki za gibljivost semenčic linije B6D2F1 po 
odtajanju nad 80 %, od tega progresivne gibljivosti nad 50 %, so naši rezultati nizki (Sztein 
in sod., 1997). 
4.6 USPEŠNOST ZAMRZOVANJA SEMENČIC 
Pri optimiziranju postopka zamrznitve smo želeli preizkusiti vpliv dodatka dveh različnih 
krioprotektantov (MTG-monotioglicerol in glicerol) na uspešnost zamrznitve oziroma 
gibljivost semenčic po odtajanju. 
 
 
Slika 14: Prikaz odstotka gibljivosti semenčic različnih linij po odmrznitvi. 
MTG se kot krioprotektant ni izkazal, saj so bile v večini poskusov zamrzovanja po 
odtajanju semenčice mrtve.  
Najvišja gibljivost je bila zaznana pri liniji B6D2F1, kjer je bil glicerol dodan na sobni 
temperaturi in kjer so bile semenčice redčene 6x z medijem HTF, ni pa bilo prisotne 
progresivne gibljivosti. Razlike v progresivni gibljivosti med vzorci, kjer je bil glicerol 
dodan na sobni temperaturi ali pa na 5 °C, ni bilo. 
Zamrzovanje semenčic robustnih linij ni bilo uspešno, zato se ni nadaljevalo poskusov 
zamrzovanja semenčic na linijah L in F. 
38 
Kobal S. Optimizacija metod zamrzovanja … ogroženih selekcijskih mišjih linij FLI in FHI. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
V prihodnje bi bilo potrebno preizkusiti še druge krioprotektante in poskusiti več načinov 
odtajanja semenčic (odtajanje pri različnih temperaturah), saj je že gibljivost nativnih 
semenčic linije B6D2F1 nizka v primerjavi s svetovno literaturo (nad 90 %) (Sztein in sod. 
1997). 
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5 SKLEPI 
V okviru magistrskega dela smo prišli do naslednjih sklepov:  
 Pri kontrolnih miših B6D2F1 (križancih dveh standardnih linij) smo uspešno 
vpeljali metode zamrzovanja dvoceličnih zarodkov po objavljenih standardnih 
postopkih. 
 Pri slabo plodni in ogroženi selekcijski liniji L smo uspeli optimizirati protokole 
zamrzovanja zarodkov, pri liniji F pa ne. 
 Pri kontrolnih mišjih linijah B6D2F1 in CD-1 smo uspeli določiti gibljivost in 
koncentracijo nativnih semenčic ter vpeljati postopke zamrzovanja in odmrzovanja 
semenčic, ki pa jih je v prihodnje potrebno še optimizirati. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
40 
Kobal S. Optimizacija metod zamrzovanja … ogroženih selekcijskih mišjih linij FLI in FHI. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
6 POVZETEK 
Genetika ima zelo pomemben vpliv pri debelosti oziroma vitkosti. Liniji F in L sta 
pomembni, ker sta bili selekcionirani glede na odstotek telesne maščobe in sta zato 
zanimivi, saj se lahko s pomočjo teh dveh linij odkrije še veliko faktorjev, ki pripomorejo k 
debelosti in drugim boleznim povezanimi z debelostjo pri človeku. Zato je pomembno, da 
se ti dve liniji ohrani za raziskave na to tematiko. Liniji imata ravno zaradi ekstremov v 
telesni maščobi težave tudi z reprodukcijo. S tega vidika je pomembno, da se liniji ohranja 
tudi z zamrzovanjem semenčic in zarodkov. Iz tega razloga je bilo potrebno optimizirati 
protokole zamrzovanja zarodkov in semenčic teh dveh linij, saj se vsaka linija med sabo 
razlikuje in te razlike so vidne tudi pri zamrzovanju zarodkov in semenčic.  
V prvem delu nas je zanimalo, če obstajajo razlike med samicami linij L, F, CD-1 in 
B2D6F1 v superovulaciji, in smo zato aplicirali hormona PMSG in hCG v različnih 
časovnih intervalih med 46 in 48 ur. Samo uspešnost superovulacije smo merili s številom 
zigot, ki smo jih izolirali jutro po aplikaciji hormona hCG. S statistično obdelavo 
rezultatov smo dokazali, da ni bilo razlik v uspešnosti superovulacije vseh štirih linij, glede 
na časovni razmak med eksogenima hormonoma. 
Ker smo zamrzovali dvocelične zarodke, smo lahko dobili podatek tudi o številu zigot, ki 
se deli naprej do dvoceličnega stadija. Zigote smo izolirali iz samic z in brez nožničnega 
čepa in primerjali, če imajo samice brez čepa manjše število dvoceličnih zarodkov ali zigot 
kot samice s čepom. S statistično obdelavo smo ugotovili, da razlik ni bilo, čeprav naj se 
samice brez nožničnega čepa ne bi parile.  
Ko smo uspešno zamrznili dvocelične zarodke, nas je zanimalo, kolikšen odstotek 
odmrznjenih zarodkov se deli naprej do blastociste, in v nadaljevanju, če uspe presaditev 
odmrznjenih dvoceličnih zarodkov v psevdogravidne samice linije CD-1. Imeli smo 
majhen vzorec, kar je vodilo k slabim rezultatom v primerjavi s svetovno literaturo glede 
odstotka odmrznjenih zarodkov, ki se je delil v blastociste (povprečno 3 % pri liniji L) in 
presaditve dvoceličnih zarodkov (največ 19 % za linijo L).  
Kot zadnje pa smo želeli vpeljati uspešen protokol zamrzovanja semenčic linij F in L. Zato 
smo želeli najprej vzpostaviti robusten protokol za zamrzovanje semenčic B6D2F1 in CD-
1, ker sta ti dve liniji neinbridirani, vendar nam to ni uspelo. Zato bi bilo potrebno v 
prihodnje poskusiti zamrzovanje semenčic še z drugimi vrstami krioprotektantov in 
poskusiti različne metode odmrzovanja semenčic, ki zmanjšajo njihove poškodbe. 
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